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Santrumpos

Ca-P — kalcio fosfatali

CHA — kalcio hidroksiapatitas

COVID-19 — koronavirusiné infekcija

FDA — maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug administration)

FT-IR — Furjé transformacinés infraraudonyjy spinduliy spektroskopas

ICDD - tarptautinis difrakcijos duomeny centras (angl. International centre of difraction data)
MIC — minimalios inhibicijos koncentracija (angl. Minimum inhibition concentration)
PAM - pavirsiaus aktyvios medziagos

PEG - polietilenglikolis

PSO — pasauliné sveikatos organizacija

rpm — apsisukimai per minutg

SARS-CoV-2 - sunkaus @iminio respiracinio sindromo koronavirusas 2

SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas

TCP — beta-trikalcio fosfatas

WT - vitlokitas

XRD - rentgeno spinduliy difraktometras



IVADAS

Ranky higiena muilu ir vandeniu nuo seny laiky vyravo tiek religinése, tiek kulttrinése tradicijose
ir tik prie§ pastaruosius 200 mety atrastas rySys tarp muily naudojimo ir infekcijy plitimo [1]. Siais laikais
jau yra daugybé pagristy jrodymy, jog ranky higiena antibakteriniais muilais arba alkoholiniais
dezinfekantais yra efektyvi priemoné iSvengiant mikrobiniy ligy transmisijos [2]. Muilas kaip pavir$iaus
aktyvi medziaga (PAM) suardo lipofiling viruso membrana, virusinius glikoproteinus (peplomerus), arba
virusai jstringa muilo micelése ir yra nuplaunamos nuo odos pavirsiaus [3]. Pastaryjy mety pasaulinés
pandemijos dél koronavirusinés infekcijos (COVID-19) kontekste Pasauliné sveikatos organizacija
(PSO) bei CDC (Ligy kontrolés ir prevencijos centras) sunkaus {iminio respiracinio sindromo
koronaviruso 2 (SARS-CoV-2) plitimo stabdymui rekomenduoja ranky plovimg muilu arba dezinfekantu
po kos¢jimo/Ciaudéjimo, lankantis vieSose vietose, lieCiant bet kokius vieSus pavirSius, prie§ ir po
valgymo bei slaugant ligonius [2]. PSO patvirtintose rekomendacijose apie ranky higienos svarba
sveikatos priezitiros jstaigose pateikiama detali apzvalga apie ranky higienos naudg bei biitingsias
specifines rekomendacijas norint sumazinti patogeniniy mikroorganizmy plitimg ir sumazinti infekcijy
rizikg [4]. Lietuvoje PSO mokslo jrodymais pagrjstos rekomendacijos apie ranky higienos svarbg yra
reglamentuotos teisés aktuose, pavyzdziui Lietuvos higienos normoje HN 47-1:2012 ,,Sveikatos
priezitiros jstaigos. Infekcijy kontrolés reikalavimai” yra pateikiami pagrindiniai ranky higienos
reikalavimai ASP] (Asmens sveikatos prieziiiros jstaigos). Dokumente apibréziama ranky higienos
savoka, kokios priemonés yra tinkamos ir naudojamos infekcijy kontrolei bei ranky plovimo ir
antiseptikos taisyklés [5].

Tyrimai rodo, jog gripo viruso A potipio HIN1 pandemijos metu ranky higiena yra efektyvesné
priemon¢ negu medicininiy kaukiy dévéjimas. Tinkama ranky higiena su muilu ir vandeniu pasaulyje vis
dar yra neiSspresta problema — mazy pajamy Salys vis dar neturi pakankamai Svaraus vandens ir muilo,
todél tokios Salys turi daug aukstesne rizikg tiek COVID-19, tiek ir kity infekciniy ligy plitimui.
Duomenys rodo, jog per pirmgja pasauling SARS-CoV-2 viruso bangg mazy pajamy Salyse, kur néra
uztikrinama pakankama ranky higiena, sergamumo rodiklis iSliko aukstas, kai tuo tarpu auksty ir
vidutiniy pajamy Salyse ligos atvejy skaicius sparciai mazejo. Todél ranky higienos strategija turi didelg
reik§me kontroliuojant infekcijy plitimg ir yra butina pasaulyje didinti $varaus vandens bei muilo
prieinamumg mokyklose, darbovietése, sveikatos prieziiiros jstaigose, parduotuvése ir kitose vieSose
vietose [6].

Siuo metu rinkoje antibakteriniy muily jvairové yra labai plati, jy sudétyje randama didelis kiekis
skirtingy aktyviyjy ingredienty. Ilga laikg nuo pat 1960 mety populiariausiu antimikrobiniu junginiu
muile buvo naudojamas triklozanas, taciau dél per didelio tarSos poveikio aplinkai ir zmogui FDA
(Maisto ir vaisty administracija) 2016 metais uzdraudé pramoning jo gamyba muily produktuose [7].
Kitos antimikrobinés medziagos, esanc¢ios muily sudétyje, taip pat gali turéti Salutiniy poveikiy, tokiy
kaip atsparumas bakterijoms, toksiSkumas, endokrininés sistemos sutrikdymas bei tarSa aplinkai [8].
Nepaisant to, norint efektyviai mazinti jvairiy infekcijy plitima, vis dar yra reikalinga kurti naujus
antibakterinius muilus, didinti fundamentiniy Ziniy apie jy svarbg ir prakting nauda bei plésti jy
pramoning produkcija.

Siame magistriniame darbe kaip aktyvieji antibakterinio muilo ingredientai buvo pasirinkti kalcio
fosfatai (Ca-P). Yra atlikti tyrimai su triusiais, kurie rodo, jog Ca-P yra netoksiski junginiai, nesukelia
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jokiy nepageidaujamy odos reakcijy, tokiy kaip eritema, edema arba nekroze, taip pat nekyla jokios odos
alerginés reakcijos [9].

Yra pastebéta, tam tikry metaly jonai (Cu?*, Zn?*, Ag") pasizymi antibakterinémis savybémis. Zn*
jonai kristalinéje formoje suformuoja stiprius rySius su mikroorganizmy membrany baltymy tioliu,
imidazolu, amino ir karboksilo grupémis, kas lemia struktiirinius pokyc€ius, sutrikdo normaly
medziagy/baltymy transportg per membranas ir Igstelés Ziista.

Kristalinés formos Ca-P paprastai nepasizymi jokiu antibakteriniu aktyvumu, o $iy junginiy joninis
pakeitimas keiCia ir jy tirpumg, stabilumg bei kristaliSkuma, todél tokie fosfatai jau pasizymi
antiuzdegiminiu bei antibakteriniu aktyvumu [10].

Labai svarbu yra gerinti antibakteriniy muily efektyvuma, Siam tikslui reikalinga kurti saugesnius
ir efektyvesnius antiseptinius aktyviuosius ingredientus, mazinti mikroorganizmy atsparuma S$ioms
medziagoms.

Sio darbo tikslas yra susintetinti metaly jonais (Fe ir Zn) legiruoty Ca-P antibakterinius muilus,
apibudinti juos pagrindiniais tyrimo metodais (XRD, FT-IR, Raman spektroskopijos, SEM) bei istirti jy
antibakterinj aktyvumga. Darbo tikslui pasiekti buvo iSsikeltos Sios uzduotys:

1) Nustatyti su Fe ir Zn legiruoty Ca-P ir jy muily kompozity struktiirg ir fazinj grynuma
naudojant rentgeno spinduliy difrakcing analize.

2) Identifikuoti gauty junginiy funkcines grupes FT-IR bei Raman spektroskopijos analizémis.

3) Nustatyti kietojo muilo misinio sudétj po muilinimo reakcijos.

4) Palyginti susintetinty Ca-P ir jy muily pavirSiaus morfologija skenuojancios elektroninés
mikroskopijos metodu bei jvertinti morfologijos priklausomybe nuo jvedamo Ca-P Kiekio.

5) Istirti pagaminty Ca-P muily kompozity antibakterinj aktyvuma, jvertinti antibakterinio
aktyvumo priklausomybe nuo jvedamo Ca-P kiekio, muilo koncentracijos ir bakterijy
kulttiros raiSies bei atrinkti efektyviausia antimikrobinj junginj disky difuzijos metodu.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Antibakteriniy muily svarba

Muilai ir kitos valymo priemonés yra paplitusios gana ilga laikg. Archeologiniai duomenys skelbia,
jog muilo sudedamosios dalys naudotos jau Babilono laikais, o 1500 metais prie§ Kristy egiptieciai
jvairius gyvilinés ir augalinés kilmés aliejus maisé su Sarminémis druskomis ir gautas medziagas
naudojo plovimui bei odos ligoms gydyti [11].

Siuo metu visuomenés higiena yra uztikrinama naudojant muila su kar$tu vandeniu, alkoholj,
chloro baliklius ar vandenilio peroksidg. Bendrieji valikliai, tokie kaip alkoholis, véliau iSgaruodamas,
gali suardyti lasteles. Muilas veikia iSkeldamas neSvarumus, riebalus bei mikroorganizmus i§ pavirsiy,
kad jie galéty bti lengvai nuplaunami vandeniu [12]. Butent antibakteriniy muily sukiirimo pagrindinis
poreikis buvo stabdyti jvairiy bakterijy dauginimasi, mazinti jy kiekij, esantj ant odos, tam, kad biity
mazesné infekcijy ir susijusiy ligy rizika. Tokios bakterijos dazniausiai biina Staphylococcus arba
Streptococcus genciy — natiiraliai kolonizuojancios Zmogaus odg, tac¢iau tam tikromis sglygomis
galingios tapti patogeninémis [13]. Siy bakterijy gausu masiniuose prisilietimo pavirsiuose, tokiuose kaip
vieSieji turéklai ar dury rankenos. Nuo €ia jos perneSamos ant kity pavirSiy, gyviiny, maisto produkty.
Pavyzdziui, vaikams Shigella sonnei bakterijos sukelia dizenterija, o $eimos nariams infekcijos tikimybé
padidéja net 50 %. Manoma, kad per maistg plintancias infekcijas daugiausia sukelia maistas, ruostas
namuose [14].
uztikrinant visuomenés sveikatg nuo infekciniy susirgimy [15]. Tokie muilai nuo Zzmogaus odos gali
pasalinti nuo 65 iki 85 % bakterijy [16]. Kaip yra patvirtinta ir FDA, daZniausias antibakteriniy muily
aktyvusis ingredientas triklozanas turi antibakteriniy, antiseptiniy, germicidiniy, antivirusiniy ir
priesgrybeliniy savybiy, specifiskai bakteriostatiSkai veikiantis maZzomis koncentracijomis bei
nespecifi§kai bakteriocidiskai - didelémis, inhibuodamas Gram-teigiamy ir Gram-neigiamy bakterijy
augimg [17]. 2005 metais NDAC (Food and Drug Administration Nonprescription Drug Advisory
Committee) savo apzvalgoje paskelbe, jog antiseptiniai ranky plovimo produktai geba mazinti bakterines
infekcijas lyginant su ne antibakteriniais. Nuo to laiko yra atlikta daug tyrimy, patvirtinanciy paskelbtus
duomenis. Norint efektyviai 1Sanalizuoti §; poveikj, yra reikalingi Simtai tukstanciy tiriamy subjekty,
reprezentuojanciy bendra populiacija [18]. Pavyzdziui, buvo tiriami salmoneliozés rodikliai, kurie tarp
1993 ir 1995 mety buvo apie 0,01 % bendroje populiacijoje.

Laboratoriniai tyrimy rezultatai rodo, jog, pavyzdziui, sergant virS§kinamojo trakto ligomis ranky
higiena antibakteriniu muilu padeda sumazinti 31 % susirgimy, bei 21 % kvépavimo taky negalavimy
[19]. Antibakteriniy muily svarba ypatingai pasireiskia ir ligoninése, kur dél prastos ranky higienos
padidéja uzsikrétimas infekcijomis operacijos metu, kai ligoninés personalo bakterijos perneSamos
pacientams [20]. Taipogi, moksliniai tyrimai parodé, jog antibakteriniai muilai gali veikti ne tik prie§
bakterijas. Nustatyta, jog jie gali pasireiksti insekticidiniu poveikiu — triklozanas geba veikti prie§ uody
lervas, taCiau ne veikdamas paskirai, bet kartu su kitais muilo aktyviaisiais ingredientais [21]. Skystas
antibakterinis muilas, lyginant su etanoliu, maZina genominio kDNR HuNoV viruso kiekius, kas padeda
kontroliuoti §io viruso pernesima [22].



Vis atsiranda naujy tyrimy, teigianéiy, jog antibakterinio muilo poveikis néra vienareik§miskas.
Islieka neatsakytas klausimas, ar i$ tiesy bakterijy populiacijos mazinimas odos mikrofloroje uzkerta
kelig infekcijoms [23]. Todél norint surasti optimaliausius biidus bakterijy pernasos mazinimui, vis dar
yra reikalinga kurti, apibtidinti bei placiai iSnagrinéti skirtingus naujus antibakterinius muilus.

1.2. Antibakteriniy muily savybés

1.2.1. Antibakterinio muilo poveikis odai

Pagal 1938 m. apraSytg apzvalga kiekybiskai bei kokybiskai yra identifikuotos dvi normalios odos
floros bakterijy populiacijos (1 pav.): (A) laikinosios, plintancios kontakto metu, kintancio skai¢iaus ir
rusiy, gausios ant pazeidziamos odos, po nagais, ir palyginti negausios ant Svarios, nepazeistos odos,
tokios bakterijos lengvai pasalinamos ir ztstan¢ios bei daznai patogeninés; (B) pastoviosios bakterijos,
kurios yra specifiskos kiekvienam Zmogui, sunkiai paSalinamos bei labiau atsparios detergentams ar
germicidams, maZziau patogeninés. Spéjama, jog plaunant rankas antibakteriniu muilu, bakterijy
populiacija galima sumazinti nuo 4,58-10° iki 10° kolonijas sudaranéiy vienety. Laikinas bakterijy
populiacijas galima sumazinti netgi 50 % po 6 minuciy valymo muilu [23]. Cheminiai mikrobiniai
inhibitoriai muile yra daug efektyvesni, jei jie sgveikauja su oda. Taciau ypac efektyvis inhibitoriai yra
toksiski ir gali dirginti oda [24].

VirSutinis odos sluoksnis

M Pastoviosios bakterijos

B Laikinosios bakterijos

1 pav. Laikinosios ir pastoviosios bakterijos odoje [25].

In vitro analizé leidzia istirti antibakterinio muilo bei PAM poveikj odos mikroflorai. Maziausiai
odos dirginimg sukelia natiirallis skysti ne antibakteriniai muilai, o daugiausiai odg sudirgina tokios
medziagos kaip natrio laurato sulfatas, natrio sulfatas, lauramidas DEA, citriny riigstis, FD&C
raudonasis, FD&C geltonasis, natrio C14-16 olefino sulfonatas bei kiti [26]. 2017 metais FDA paskelbg,
jog antibakteriniai muilai, kuriy sudétyje yra triklozanas ir triklokarbano medziagos, yra nesaugts.



Tuomet pradéta naudoti benzalkonio chlorida, benzetonio chlorida, chloroksilenolj, chlorheksiding bei
kitus junginius, kurie gali sukelti odos alergija [27].

Naujagimiy odos pH yra Siek tieck mazesnis nei 7, todél smarkiai Sarminis muilas, kuris veikia
antibakteriskai, gali pazeisti oda, sutrikdant epidermio lasteliy darba, kas leidzia patekti galimiems
dirgikliams ir alergenams. Muilo kontakto su vandeniu metu vyksta hidrolizés reakcija, po kurios
Sarminiai produktai odos pH pakelia iki 10-11. Tokie pH poky¢iai naudojant skirtingus muilus gali
sumazinti naujagimio jgimtg imunitetg. Tinkamiausi muilai jiems turi biiti Svelnis, kuriy pH yra apie
5,5-6,5. O antibakteriniy muily pH dazniausiai yra kur kas aukstesnis, todél norint juos naudoti
naujagimiams, muilus reikia gaminti labiau ragstinius [28]. Kai kurie muily kiidikiams pavyzdZziai yra
pateikti 2 pav.

i mamaearth |pd i3
pigeon Pack (‘;:’) " moisturizing bathing bar 0
3l 2 ¢ for babies : 3
[ Cou e Cotment & Shes oot :
_ . S T — 4
~ - "
BABY ¢
4 2 MILKY SOAP & . .

2 : \

7 s

CLEANSING BAR

2 pav. Muilai kiidikiams [29].
1.2.2. Muilo sudétis ir savybés

Muilas yra PAM, su vandeniu naudojama plovimui ir valymui. Jis gali biti gaunamas reakcijy su
Sarmais metu i§ aliejy, tokiy kaip palmiy, alyvuogiy, kokosy. Pagal Sarmo tipa muilai skirstomi j dvi
kategorijas: (a) kietos konsistencijos muilai, kai naudojamas natrio Sarmas, bei (b) skysti muilai, kai
naudojamas kalio Sarmas. Skirtingy konsistencijy muilai yra vaizduojami 3 pav.

Nors skysti muilai paprastai yra brangesni, ta¢iau jie yra saugesni ir lengviau naudojami, todél gana
placiai naudojami kasdienai. ] muilo sudétj jeina ne tik detergentai, bet ir medziagos, pagerinancios
produkto kokybe, tokios kaip drékinancios oda bei antibakterinés [30]. Dazniausiai naudojamos
antimikrobinés medziagos muile yra alkoholis, chlorheksadinas, gliukonatas, chloro dariniai, jodas,
parachlormetaksilenolis, chlorksilenolis, amoniako junginiai, triklozanas bei triklokarbanas. Pakartotinai
naudojant chlorheksiding ir triklozana, jie gali absorbuotis virSutiniuose odos sluoksniuose ir lemti
mikrobing rekolonizacija. IS biologinés ir praktinés perspektyvos tikétina, jog antimikrobinés medziagos
turi svarbig reikSme sveikatai [31].
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3 pav. Skirtihgq konsistencijy muilai [32,33].

Muilo sudétis daZniausiai yra tokia: vanduo, kintamos medziagos 13,47-14,81 %, riebaly rigstys
77,615-83,71 %, netirpus alkoholis 0,565-0,765 %, laisvas Sarmas NaOH 0,02-0,04 5 % [34]. |
antibakterinio muilo sudétj jeina jvairios katijonininés, anijonininés ir nejonininés PAM [35]. Nors
metaly jonai padidina muilo antibakterines savybes, taciau muilai, turintys didelius jy kiekius, néra labai
tinkami. Todél naudojami chemiskai stabiliis ir netoksiSski mineralai, pasizymintys jony pakeitimo
gebéjimu [36]. Viena i§ populiariausiy antibakterinio muilo medziagy yra triklokarbanas (3,4,4’-
trichlorokarbanilidas, TCC) - antiseptinis ingredientas, turintis platy antibakterinio efekto spektra.
Dazniausiai jis dedamas j komercinius kietus muilus, JAV §i medziaga jeina i 84 % antibakteriniy kiety
muily sudétj [8]. Triklokarbanas slopina bakterijy riebaly rigs¢iy sinteze¢ ir sienelés formavimasi. Jo
kiekis muiluose siekia nuo 0,5 iki 5 %, 1998 metais pramonéje Sio priedo JAV buvo pagaminta
454,000 kg [37]. Kita i$ dazniausiai naudojamy antibakteriniy medziagy yra triklozanas - iki 2016
rugséjo, kuomet JAV wuzdraudé naudoti triklozang higienos produktuose, 5-chloro-2-(2,4-
dichlorofenoksi)fenolis buvo populiariausia medziaga antibakteriniuose muiluose, kurios kiekis kinta
nuo 0,1 iki 0,5 %, arba 1000-5000 mg/l [35]. Triklozanas yra biocidas, didelémis koncentracijomis
ardantis bakterijy lasteliy sieneles, stabdantis baltymy ir lipidy sinteze, mazomis koncentracijomis
inhibuoja enoil-ACP reduktaziy veikimag [38]. Natrio laurilsulfatas taip pat yra tarp dazniausiai
naudojamy PAM’y skystuose muiluose. Kiek maziau yra naudojami propileno glikolis, lanolinas,
kokamido dietanolaminas [35].

Natiiraliis riebalai ir dietiniai aliejai yra pagrindinis riebaly riig8¢iy Saltinis, kurios pasiZymi
antimikrobiniu aktyvumu prie§ jvairius mikroorganizmus. Yra Zinoma, jog palmitino, stearino, beheno,
lauro, tridekano, miristo, margarine, oleino, palmitoleno ir linoleno riigStys turi potencialiai
antibakteriniy bei antigrybiniy savybiy. Kai kuriy riig8¢iy cheminés formulés yra pateiktos 4 pav.
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4 pav. Rigstys, pasizymincios antimikrobiniu aktyvumu [39].

FAME (riebaly rugsc¢iy metilo esteriai) yra ilgy karboksiliniy riig8éiy, detergenty, alternatyvaus
kuro bei maisto, kosmetikos, vaisty priedy Saltinis [40]. Gaminant antibakterinj muilg i$ tokiy nattiraliy
nimbamedzio (Azadirachta indica) (5 pav.) bei Karanja augalo (Pongamia pinnata) (6 pav.) aliejy, kurie
yra ekologiski, netoksiski, visiSkai biologiSkai skaidomi, pasiZymintys antivirusinémis, antigrybelinémis
ir antibakterinémis savybémis, gaunamas tamsiai Zalias muilas, kuris taip pat pasizymi antigrybelinémis
savybémis bei gali biiti naudojamas ir augaly priezitirai nuo kenkéjy [41].

5 pav. Nimbamedis ir jo muilas [42].
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6 pav. Karanja augalas ir jo muilas [43].

Pavyzdziui, palmitoleino riigstis, iSskiriama i§ augaly aliejy, taip pat pasizymi antibakteriniu
aktyvumu prie§ tokias patogenines bakterijas kaip Staphylococcus aureus, Streptococcus salivarius,
Fusobacterium nucleatum, Neisseria gonorrhea bei Helicobacter pylori, ta¢iau nezudo tokiy
nepatogeniniy bakterijy kaip Staphylococcus epdermidis, kurios natiiraliai kolonizuoja zmogaus oda,
nekeldamos Zalos. Tokios palmitoleino rigsties savybés padeda palaikyti natiiralia Zmogaus imuning
sistema. | antibakterinio muilo sudétj jeina Sios ragsties kalcio druska [44].

I antibakterinio muilo sudétj gali jeiti ne tik susintetintos medZiagos, bet kaip potenciali alternatyva
odos dirginimy i§vengimui gali buiti naudojamas pienas, kadangi jame néra herbicidy ar cheminiy trasy.
Karvés piene yra daug vitaminy, mineraly, antioksidanty, baltymy, fermenty ir lipidy, kurie saugo
epidermj ir palaiko regeneracija. Pieno sudétinés dalys turi stipriy absorbcijos ir vandens iSlaikymo
savybiy, saugan¢iy oda nuo dehidratacijos ir epidermio lasteliy degradacijos. Taip pat turi keleta
specifiniy ir nespecifiniy antimikrobiniy faktoriy, veikian¢iy bakteriostatiSkai bei bakteriocidiSkai prie§
jvairias infekcijas. Pavyzdziui piene esancio lizocimo bakteriolitinio baltymo ir nespecifinio
imunoprotektinio faktoriaus antibakterinis pajégumas pasireiskia gebéjimu hidrolizuoti B 1-4
glikozidinius rySius tarp N-acetilgliukozamino bakterijy lasteliy polisacharidingje sieneléje. Baltymas
kazeinas muile naudojamas kaip PAM, baltymo hidrolizatai taip pat saugo odos dehidratacijg. Taip pat
piene esanti ksantino oksidazé atlieka svarbig fiziologing ir antimikrobing funkcijg — esant reikiamam
substratui, inhibuoja bakterijy augimg. D¢l tokiy naudingy savybiy karvés pienu galima papildyti
skystuosius antibakterinius muilus [45]. Bakterijy sumazéjimo po plovimo muilu, turinc¢iu karvés pieno,
rezultatai yra pateikti 7 pav.

Pagrindiné antibakterinio muilo savybé yra zudyti bakterijas arba slopinti jy augimg. Tai viena i§
perspektyvy atsirandanciai atsparumo antibiotikams problemai spresti. Pavyzdziui, Staphylococcus
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aureus bakterijos, kuriy turi tik apie 5 % sveiky Zmoniy, gamindamos superantigenus, sukelia atopinj
dermatita. Gausiausia jy biina zaizdose, taciau gali biiti ir ant nepazeistos odos. Tokiy bakterijy auksta
kolonizacijos skaiciy lemia tvirtas sukibimas su uzdegimo apimta oda, silpna odos kaip barjero funkcija
bei kitos priezastys. Pastebéta, jog Sios bakterijos jau yra atsparios meticilinui, kas yra didziulé problema.
Jai spresti yra pasitelkiami antibakteriniai muilai, kaip paprasta ir efektyvi priemoné¢ bakteriniy infekcijy
kontrolei be neigiamy poveikiy Zmogui [46].
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Bakterijy kultivavimas

7 pav. Bakterijy sumaZzéjimas po plovimo muilu, turin¢iu karvés pieno [45].

Ranky dezinfekcijai paprastai yra naudojami arba antibakteriniai muilai, arba alkoholiniai tirpalai.
Alkoholiniai tirpalai pradeda veikti grei€iau ir yra geriau toleruojami odos, ta¢iau jie nepaSalina riebaly
ir purvo, kaip antibakteriniai muilai [47]. Antibakteriniai muilai yra naudojami ne tik Zmoniy $varos ir
sveikatos uZtikrinimui. Antimikrobinés medZiagos yra svarbios tiek pramong¢je, fermose auginamiems
gyvuliams, tiek veterinarinéje medicinoje naminiams gyvinams. Gyviinams daZniausiai yra duodami
antibiotikai, taciau §iuo metu zinant, jog kai kurios bakterijos ir grybai jau yra atspariis Siems vaistams,
atsiranda didelé svarba kurti naujus antibakterinius produktus. Siam tikslui taip pat pasitelkiami
antibakteriniai muilai [48].

Antiseptiniy ingredienty antibakterinis aktyvumas paprastai testuojamas minimalios inhibicijos
koncentracijos (MIC) nustatymu, tac¢iau FDA yra nustaciusi, jog MIC néra tinkamas, kai vartotojai su
medziagom kontaktuoja labai trumpa laikg. MIC testams reikia maZiausiai vienos dienos bei
koncentracijos turi atitikti realias salygas. Taip pat MIC yra reikalinga naudoti 20 etaloniniy rusiy
bakterijy arba reprezentatyviy klinikiniy izoliaty. Be to, tos 20 turi bati 10 Gram-teigiamos bakterijos bei
10 Gram-neigiamos. Todél muilo antibakterinio aktyvumo nustatymui yra naudojamos jvairios metodo
modifikacijos [8].
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1.3. Triklozanas muile

FDA, vertinanti antibakteriniy produkty nauda bei pavojus vartotojy sveikatai bei aplinkai, yra
paskelbusi, jog kuomet norima visuomeng apsaugoti nuo infekcijy protrikio nauda yra akivaizdi, taciau
antiseptiky poveikis néra vienareik§miskas. D¢l Sios priezasties federaliné agentiira zmoniy bei gyviiny
antiseptiky vartojimui yra nustaciusi tam tikras taisykles. Nepaisant to, nuo 2000 mety rinkoje yra
pasirode apie 1500 naujy antibakteriniy produkty. Kaip patys veikliausi antiseptiniai ingredientai, arba
biocidai, dazniausiai yra naudojami $eSi, taCiau pats populiariausias yra triklozanas [49]. Triklozanas
buvo atrastas Sveicarijoje kaip pesticidas ir 1960 metais pirma karta JAV panaudotas dezodorantiniame
muile. Tarp 1970 ir 1980 mety buvo pirmiausiai naudojamas kaip antiseptiné medziaga chirurgijoje,
paskui paplito muiluose, piety dézutése, burnos skalavimo skysc¢iuose, duso zelé, skutimosi geliuose,
zaisluose, pjaustymo lentose, namy iikio detergentuose, virtuvés induose, danty pastose, maisto laikymo
dézése, gyviuny paSaruose ir net gi drabuziuose. Viena i§ triklozano tokio plataus masto paplitimo
priezaséiy — virimo temperatiira siekia 280-290 °C. Nuo 2014 m. triklozano plétra sumazéjo, kadangi
buvo norima iSvengti bakterijy atsparumo Siam junginiui, tafiau tokiy prognoziy tyrimai kol kas
nepatvirtino, bet atsirado aplinkos tarSa, todél pramonéje $io junginio sumazéjo [7].

Triklozanas yra 5-chloro-2-[2,4-dichlorofefenoksil]-fenolis, mazomis koncentracijomis
pasizymintis bakteriostatiniu poveikiu — inhibuoja riebaly rtgs¢iy biosintez¢ per Fabl reduktazés
fermento inhibicijg, suformuojant nekovalentinj kompleksg su NAD™ Fabl aktyviajame centre. Fabl yra
biitinas normaliam Igstelés dalijimuisi, todél inhibicija stabdo daugelj Gram-teigiamy ir Gram-neigiamy
bakterijy augimg. Didelémis koncentracijomis triklozanas skatina K* jony paSalinima, kas lemia
membranos destabilizacijg bei bakterijy Zutj. StrukturiSkai triklozanas yra chloruotas bifenilo etilas,
sandara panasus ] polichloruotus bifenilus, bifenolj A, dioksinus bei tiroidinius hormonus (8 pav.) [50].
Junginio lipofiliskumas (logKow = 4,8; pagal oktanolio - vandens pasiskirstymo koeficientg) lemia riebaly
rugsciy akumuliacija, kas pasizymi toksiskumu [51].

Cl HO

Cl O Cl

8 pav. 5-chloro-2-[2,4-dichlorofefenoksil]-fenolio cheminé struktiira [52].

Triklozano koncentracija antibakteriniame muile yra nustatoma skys¢iy chromatografijos metodu.
Be to, triklozanas stipriai sugeria Sviesg UV srityje (Amax = 282 nm). Bet §ioje srityje absorbcija biidinga
daugeliui junginiy. Triklozano nustatymui gerai tinka kalorimetriné analizé, kuomet meéginys
reaguodamas su kita medZiaga, sudaro nauja spalvota junginj, kuris naudojamas tyrimui. Yra naudojamos
reakcijos (9 pav.), kuomet natrio nitritas su 4-sulfanilo rtgstimi sudaro diazonio kompleksa, kuris,
reaguodamas su triklozanu, sudaro geltonai-ruda kompleksa, kurio maksimali absorbcija yra ties 475 nm
bangos. Taip daznai yra nustatoma triklozano koncentracija [52].
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9 pav. Triklozano reakcija su diazonio kompleksu [52].

Taip pat labai svarbi triklozano savybé yra lakumas — medziagos geba virti maZzesnéje nei 250 °C
temperatiiroje esant normaliam atmosferos slégiui. Triklozanas yra nelakus esant 5,3-10~* Pa slégiui
20 °C temeperaturoje, tirpus vandenyje bei lengvai hidrolizuojamas. Vandenyje, kuomet pH < 7,9,
triklozanas yra neutralios fotostabilios formos, o kai pH padidéja iki 8,1, pereina j fenoliato jong, kuris
yra fotodegradibilus ir jautrus metaly ir kitiems jonams [53].

Nors triklozanas veikia kaip efektyvi antibakteriné medziaga, tai sukelia ir tam tikry aplinkosaugos
ir zmoniy sveikatos problemy. Pagal 2007 mety duomenis, dé¢l didziulio triklozano pramonés masto jo
kiekiai rinkoje sieké apie 1500 tony per metus. IS jy net 110 tony patekdavo 1 nuotekas. 2014 metais buvo
iStirta, jog triklozanas pateko ir j geriamgji vandenj, jo koncentracija siekia apie 0,21 nM valytame
vamzdyny vandenyje bei 0,36 nM Saltinio vandenyje. | Zmogaus organizmg medziaga gali patekti arba
1§ vandens per virSkinamajj trakta, arba per oda, arba per burnos ertmés gleiviniy membranas. Per odos
epiderm; triklozano absorbcija yra greita, taciau kur kas mazesniais kiekiais nei patenka su geriamuoju
vandeniu. I§ virSkinamojo trakto 70% viso triklozano kiekio pasalinama su Slapimu, taciau lik¢ 30%, kas
sudaro 0,03-0,08 uM, sukelia fiziologinius atsakus. Triklozanas Zzmogaus kepenyse gali inhibuoti
konjuguotus fermentus, gliukoroniltransferazes ir sulfotransferazes, ir tai sukelia lasteliy toksiSkuma.
Taip pat, kadangi triklozanas chemiSkai yra panasus j hormonus, gali veikti kaip svarbiy hormony
agonistas ir konkuruoti su receptoriais endokrininéje sistemoje. Pavyzdziui, jeigu konkuruoja su ypac
svarbiu estrogenu, tokie pokyc¢iai gali sukelti nekontroliuojamus fiziologinius atsakus, kaip hipostadija,
kriptochidizmas arba véZys. Nepaisant to, triklozanas labiausiai pavojingas aplinkai, ypac¢ sukelia
vandens dumbliy zitj. Problemai spresti reikty pasitelkti efektyvias aplinkos valymo priemones [51].

1.4. Metaly antibakterinés savybés

Sunkiyjy metaly jonais susidométa jau labai seniai dél itin naudingy savybiy Zmoniy bei gyviny
reikméms. Jie naudojami zaizdy gydymui, kraujavimo, uzdegimy, odos sudirginimy, skrandzio ir
zarnyno ligy mazinimui [54] bei gyvuliy pasaruose maistiniy medziagy jsisavinimo ir virskinimo
sekrecijos fermenty aktyvumo uztikrinimui [57]. Pasiekus tam tikrg koncentracijos ribg, Sie elementai
tampa toksiski. Nustatyta, jog Cu?*, Zn?*, Ag* jonai pasizymi antibakterinémis savybémis. Katijonai yra
teigiamai jkrauti, o bakterijy membranos - neigiamai, todél 1astelé nuzudoma neleidziant jai replikuotis
[55,56]. Gram-teigiamos ir Gram-neigiamos bakterijos turi skirtingg tolerancijg metaly jonams. Gram-
teigiamos bakterijos turi storg peptidoglikano sluoksnj (50-60 um storio) vir§ plazminés membranos,
kuris padeda iSlikti atsparioms fiziniam stresui ir maZzinti toksiniy metaly jony skverbimgsi. Gram-
neigiamos bakterijos turi plonesnj peptidoglikano sluoksnj Zemiau lgstelés virSutinés membranos, taciau
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tokia membrana turi porinus, kurie veikia kaip mazos molekulés masés medziagy, tokiy kaip metaly
jonai, kanalai. Tac¢iau metaly imlumas priklauso individualiai nuo kiekvieno kamieno [57].

Metalo antibakterinis stiprumas priklauso nuo jo fizikocheminiy savybiy. Taip pat priklauso ir nuo
nuo jo tirpumo. Pavyzdziui, alavas yra mazai tirpus ir neturi antibakterinio aktyvumo, o cinkas,
pasizymintis labai geru tirpumu, pasiZymi ir stipriu antibakteriniu aktyvumu. Tirpaly pH verté taip pat
veikia metaly antibakterinj aktyvumag. Terpés Sarmingumas padidéja, kai oksidacijos-redukcijos reakcijy
metu susidaro hidroksido jony perteklius, toksiskas bakterijoms [56].

Yra zinoma, jog jvairiis organiniai ligandai turi stipriy antibakteriniy, herbicidiniy, insekticidiniy
ir antigrybiniy savybiy. Metaly aktyvumas pasireiSkia per chelaty su Siais skirtingais bioligandais
susidaryma, kadangi biologinése sistemose metalai veikia ne kaip laisvi jonai, bet koordinuoti kartu su
ligandais, formuojantis papildomoms interkaliacijos, vandeniliniy ry$iy, elektrostatinéms, van der Valso
sgveikoms su aminoriig§timis, peptidais ir nukleortig§timis. Tokie susidar¢ junginiai yra biologiskai
aktyviis dél katalitiniy metaly funkcijy jvairiuose bioprocesuose. Norint laboratoriskai patikrinti Siy
ligandy veikima, norint suvokti procesus gyvose sistemose yra sintetinami panasis ligandai, ir tiriamas
ju veikimas. Vienas i§ tokiy pavyzdziy yra makrociklinis ligandas, sintetinamas i3 Sifo bazés, sudarantis
patvary kompleksa su Cu(Il). Kompleksinio junginio struktiira vaizduojama 10 paveiksle. Tyrimais yra
irodyta, jog Sio komplekso susidarymas padidina biologinj aktyvumg. Dedant Cu kompleksus i
antibakterinj muila, padidéja jo efektyvumas prie§ tokias bakterijas kaip Pseudomonas aeruginosa ir
Lactobacillus aciedophillus bei grybus Fusarium semitectum ir Trichophyton ruburum. Taip pat ir
kituose tyrimuose yra gauti jrodymai, jog Co(II), Ni(Il) ir Zn(II) metaly chelatiniai junginiai pasizymi
antibakteriniu aktyvumu prie$ Escherichia coli, Staphylococcus aureus bei Pseudomonas aeruginosa
bakterijas. Spéjama, jog chelatiniuose kompleksuose teigiami metalo jonai dalinai dalinasi §j krtivj su
donoriniais atomais bei yra 7 elektrony delokalizuota sistema aplink visa chelatinj ziedg, kas padidina
lipofiliSkuma, ir junginiai gali lengviau pereiti per lipidines bakterijy membranas. Molekuliy
antibakteriniy savybiy pasireiSkimui labai svarbu yra ne tik tirpumas, dipolio momentas, bet ir Igstelés
pralaidumo mechanizmai [58-60].

—C
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10 pav. Makrociklinio ligando ir metalo chelatinio komplekso struktiira [58].
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Kitas pavyzdys yra sidabro druskos bei nanodalelés, kurios i$laisvina Ag® jonus, ir gali pakeisti
sintetinius antibiotikus gydant infekcijas. Sidabro ir jo junginiy prieSmikrobinis veikimas jau Zinomas
labai seniai. Pavyzdziui, 1 % AgNOs tirpalas buvo naudojamas tik gimusio kiidikio akims dezinfekuoti,
ar konjuktyvitui (11 pav.) gydyti.

Sidabro sulfadizinas yra prieSmikrobinis, prieSgrybelinis reagentas (12 pav.)

AgHY Sidabro sulfadiazinas Sulfadiazinas

12 pav. Sidabro sulfadizinas yra prieSmikrobinis, priesgrybelinis reagentas [62,63].

Ag" jonai zudo bakterijas per membranos baltymo sulfidrilo grupés sgveika, blokuoja elektrony
perdavima, kas lemia membranos suirimg, tuomet Igsteléje reaguoja su nukleortig§timis, kliudo DNR
replikacijai ir produkuoja ROS (aktyvias deguonies formas). Kaip Ag nanodaleliy matrica yra
naudojamos jvairios formos medziagos — lateksas, mikrosferos, nanopluostas, micelés ir piislelés. Ant jy
yra padengiami jvairtis metalo polimerai, oksidai, nanoanglis, poréti silikatai ir fosfatai. Monodispersinés
mikrosferos i§ PGMA (poliglicidilmetakrilato) ir P(GMA/TBA) (glicidilmetakrilato/tert-butilakrilato
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kopolimero) buvo ruosiamos muilo emulsijy polimerazijos proceso metu, tuomet emulsijos paruostos
naudojant AgNOs. Sio proceso schema yra vaizduojama 13 paveiksle. Taip struktiiruotos Ag nanodalelés
(14 pav.) pasireiskia tiek antibakteriniu aktyvumu, tiek kitais privalumais — nesudétingas paruoSimo
metodas, medziagos biodegradabilumas, zemas toksiSkumas bei kt [64].
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14 pav. Ag nanodalelés — nanokamuoliukai [65].

Apibendrinant literatiros $altiniy analizg¢, esant poreikiui uzkirsti kelig infekcijy plitimui, yra
bitina kurti, apibadinti bei nustatyti jvairiy antibakteriniy poveikj aplinkai ir zmogui. Siam tikslui metaly
jony antibakterinio aktyvumo savybés leidzia juos efektyviai naudoti antibakterinio muilo sintezei.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

e Agaras (95 %, Sigma-Aldrich, M = 336,33 g/mol)

e Ca(CH3C0O0)2-H20 (99 %, Roth, M = 176,18 g/mol)

e CaHPO4-2H20 (99,1 %, Molar chemicals KFT, M = 172 g/mol)
e Ca(NOs3)2:4H20 (99 %, Chempur, M = 236,15 g/mol)

e CoHsOH (99,8 %, Honeywell, M = 46 g/mol)

e Fe(NOs3)3-9H,0 (98,0-101,0 % ACS, Alfa Aesar, M = 403,99 g/mol)
e H3PO4 (85 %, Eurochemicals, M = 98 g/mol)

e Micliy ekstraktas (94 %, Sigma-Aldrich, M = 319,19 g/mol)

e PEG (95 %, Roth, M = 1400-1600 g/mol)

e Rapsy aliejus (~70 %, Bionaturallis, M ~ 1426 g/mol)

e NaCl (99 %, Roth, M = 58,44 g/mol)

e NHs(aq) (25 %, Chempur, M = 35,04 g/mol)

e (NH4)2HPO4 (99 %, Roth, M = 115,3 g/mol)

e NaOH (99 %, Roth, M = 40 g/mol)

e Triptonas (90 %, Millipore, M = 227,3 g/mol)

e Zn(CH3COO0)2-2H20 (99,5 %, Roth, M = 219,49 g/mol)

e Zn(NOs3)2-6H20 (98 %, Chempur, M = 297,46 g/mol)

2.2 Prietaisai

e Rentgeno spinduliy difraktometras Rigaku MiniFlex II

e Furjé transformacinés infraraudonyjy spinduliy spektrometras Bruker Vertex 70
e Raman spektrometras Perkin EImer Raman Station 400F

e Skenuojantis elektroninis mikroskopas Hitachi SU-70

2.3 Beta-trikalcio fosfato sintezé bendrojo nusodinimo metodu

Kaip pradinés medziagos buvo naudotos Ca(NO3)2-4H20, Fe(NO3)3-9H20 ir Zn(NO3)2-6H-0,
kurios buvo mai$omos taip, jog Ca?*, Zn?* ir Fe?" jony moliy santykis biity 2,85:0,0075:0,0075. Maigant
18,3 mL (NH4)2HPO4 (aq) jpilama 1,7 mL konc. NH4OH ir maiSoma (200 rpm) 1 min. I§ karto greitai
supilamas 20 ml tiirio Ca(NO3)2-4H-0, Fe(NO3)3-9H20 ir Zn(NOz3).-6H20 (aq) tirpalas, maiSoma 10 min
(400 rpm). Susidaro baltos nuosédos, kurios i§ karto filtruojamos, plaunamos 100 mL dis. H2O [66].
Sintezés produktas dziovinamas dziovinimo spintoje 24 h 50 °C temperatiiroje, tuomet medziaga
sutrinama griistuvéje ir kaitinama 5 val. 800 °C temperaturoje (temperatiiros kélimo zingsnis — 5 °C/min)
(15 pav.).
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18,3 mL (NH4),HPO,4
(aq)

1,7 mL konc. NH,OH

i Maisymas 1 min

Fe(NO3)3-9H20 (aq) 20 ml
ir Zn(NO3),-6H,0 — 7| Ca(NOs)2-4H0 (aq)
(aq)
Maisymas 10 min
Filtravimas ir
plovimas

l

Dziovinimas 24 h 50 °C

l

Iskaitinimas 5 val. 800 °C

15 pav. Cay,gsFeo,0075ZN0,0075(PO4)2 sintezés schema.
2.4 Hidroksiapatito sintezé zoliy-geliy metodu

Pagal kity autoriy atliktus tyrimus, legiruojant Cu(Il) ir Zn(II) metalais hidroksiapatitg drégnuoju-
cheminiu metodu, méginiai nepasiZymi antibakteriniu aktyvumu, todél buvo pasirinktas zoliy-geliy
metodas, kuomet nitraty druskos kaip pradinés medziagos lemia NOs- jony integracija j hidroksiapatita
ir keicia struktiira, kas lemia tokiu biidu gauto hidroksiapatito antibakterinj aktyvuma [67].

Kaip pradinés medziagos buvo naudotos Ca(CH3COOQ)2-H20, Fe(NOz)3-9H20 ir Zn(NO3).-6H-0,
kurios buvo maiSomos taip, jog Ca?*, Zn** ir Fe** jony moliy santykis biity 9,5:0,25:0,25. 25 ml
Ca(CH3C00)2-H20 (aq), 5 ml Zn(NOz3)2-6H.0 (aq) ir 5 ml Fe(NO3).-9H>0 (aq) tirpalai buvo pilami
paeiliui kas 5-10 min ir maiSomi magnetine maisykle 60 °C temperatiiroje, galiausiai pilamas 25 ml PEG
(aq) tirpalas. Po 20-30min pilami 25 ml (NH4):HPO4 (aq) bei NHz (aq) tirpalai taip, jog pH nebity
mazesnis uz 11 [68]. Sintezé vykdoma 1 h, tuomet tirpalas iSkaitinamas 2-3 valandas 80 °C
temperatiiroje, nuosédos tiglyje dziovinamos dziovykléje 120 °C temperattroje 24 h, milteliai iSkaitinami
5h 680 °C temperatiiroje (temperattiros kélimo Zingsnis 60 °C/h), galiausiai 5 h 800 °C temperatiroje
(zingsnis 60 °C/h) (16 pav.).
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5ml Fe(N03)3-9H20
(aq) ir5ml
Zn(NOs3)2-6H20 (aq)

Kas 5-10

min

L P

25 ml Ca(CH3COO)2-H20
(aa)

MaiSymas

60 °C

A
<

A

25 mi (NH4)2HPO4 (aq)
+ NHs (aq), pH>11

MaiSymas
20-30 min
60 °C

l Maisymas 1 h

I8kaitinimas 2-3 h 80 °C

l

Dziovinimas 24 h
120 °C

v

DzZiovinimas 5 h 680 °C

l

Iskaitinimas 5 val. 800 °C

16 pav. CagsFeo25Zno,25(PO4)s(OH)2 sintezés schema.

2.5 Vitlokito sintezé tirpinimo-nusodinimo metodu

25 ml PEG (aq)

Kaip pradinés medziagos buvo naudotos CaHPOs-2H>0, Fe(NOz)3-9H,0 ir Zn(CH3COO),-2H-0,

kurios buvo maisomos taip, jog Ca?*, Zn?* ir Fe*" jony moliy santykis bity 9,5:0,25:0,25. ] 100 ml
8,8 mM CaHPO4-2H>0, 0,23 mM Fe(NO3)3-9H-0 bei tokio paties kiekio Zn(CH3COO),-2H>0 tirpala
jpilta 12 ml H3POs (ag), maiSyta magnetine mai$ykle 300 rpm greiciu 70 °C temperattroje 40 min, tuomet
ipilta NH3 (aq) tirpalo tiek, jog pH siekty 5,5-5,6 [69]. Vitlokito sintezé vykdyta 4 h, palaikant pastovy

5,5-5,6 pH ir 70 °C temperatiirg. Susidariusios nuosédos nufiltruojamos, praplaunamos 300 ml H-O,
i8dziovinamos 24 h 70 °C temperatiiroje bei milteliai sugridami gristuvéje iki vientisos masés (17 pav.).
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100 ml CaHPQ4:2H,0,
FE(NO3)3'9H20 ir
Zn(CH3;C00);-2H,0

12 ml H3PO4 (aq)

l Maisymas 40 min 70 °C

NHs (ag), pH 5,5-5,6

Sintezé 4 h 70 °C, pH 5,5-5,6

A4

Filtravimas ir plovimas

l

Dziovinimas 24 h 70 °C

17 pav. CagsFeo,25Zno25(HPO4)(POs)e sintezés schema.
2.6 Muilo sintezés metodika Saltuoju biidu

Mazame turyje dis. H20 istirpinta 0,1 M NaOH, nuolat maiSant magnetine maiSykle jpilta 10 ml
aliejaus ir 10 ml etanolio bei maisyta iki vientisos masés. Antibakterinio muilo gamybai tuo metu j mase
pridéta atitinkamai 0,07 mM (0,1 %), 0,33 mM (0,5 %), 0,66 mM (1 %) arba 3,28 mM (5 %) beta-
trikalcio fosfato, 0,02 mM (0,1 %), 0,10 mM (0,5 %), 0,20 mM (1 %) arba 0,99 mM (5 %) kalcio
hidroksiapatito arba 0,02 mM (0,1 %), 0,09 mM (0,5 %), 0,19 mM (1 %) arba 0,93 mM (5%) vitlokito,
muilai pasildyti iki 40-45 °C temperatiiros, supilti j formas, brandinti 1 ménes;j ir sutrinti grastuvéje [70].

2.7 Rentgeno spinduliy difrakciné analizé

Rentgeno spinduliy difrakcijos duomenys buvo gauti 10 <20 < 60° intervale naudojant Ni filtra,
Cu Ko (A = 1,54 A) spinduliuot¢ Rigaku MiniFlex II difraktometru. Detektoriaus judéjimo Zingsnis —
5°C/min, matavimo zingsnio dydis — 0,02°. Difraktometras remiasi Bragg-Brentano (©/20)
konfigiiracija . Naudota apie 10 mg medziagos. Fazés grynumas buvo vertinamas Match bei OriginPro
2021 programine jranga.
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2.8 Furjé transformacinés infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos metodas

FT-IR analizé buvo atlikta Bruker Vertex 70 spektrometru, tirta infraraudonojo spektro
pagrindiniame diapazone nuo 4000 iki 400 cm™, naudotos optiskai $varios KBr granulés. Tiriamos
medziagos masé apie 1 mg medziagos. Duomenys buvo apdorojami OriginPro 2021 programa.

2.9 Raman spektroskopijos metodas

Visi méginiy spektrai gauti Perkin Elmer Raman Station 400F Raman spektrometru, suzadinti
naudojant 785 nm lazerine spinduliuote, 500 mW galig ir 8 cm™* arba 4 cm ™! skyra.

2.10 Skenuojancios elektroninés mikroskopijos metodas

SEM analiz¢ atlikta naudojant Hitachi SU-70 SEM mikroskopa, kurio parametrai : didinimas 5000-
50 000 karty, greitinanti jtampa — 10 KV, darbinis atstumas tarp bandinio ir paskutinés elektrooptinés
linzés briaunos — 5,6-6,0 mm, detektorius — SE. Méginiai buvo uzdéti ant dvipusés anglinés juostelés,
kuri buvo uZlipinta ant aliuminio padéklo. Pavir§iaus nuotraukos leidzia jvertinti medziagy dydj, forma,
i$sidéstymga ir aglomeracijos laipsnj.

2.11 Antibakterinio aktyvumo tyrimas

Antibakterinio aktyvumo nustatymui buvo naudojamas disky difuzijos metodas [71]. Pasirinktos
dvi skirtingos bakterijy kultiiros: viena Gram-teigiama Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159
(Sigma Aldrich); kita kultira Gram-neigiama Escherichia coli DH5a (Sigma Aldrich), bakterijy
kamienai gauti i$ VVokietijos. Mikroorganizmy kultivavimui buvo paruosta lizogeniné mitybiné terpé LB
Broth [72], kurios sudétis nurodoma 1 lenteléje, pH sureguliuota iki 7,0 ir autoklavuota 20 min +121 °C
esant 1 atm slégiui. Po 15 ml agarizuotos terpés buvo supilta j Petri 1éksteles ir leista sustingti. I$ bakterijy
suspensijy 0,9 % NaCl tirpale | kiekvieng lékstele steriliomis sglygomis uzséta 0,1 ml kiekvienos
kultaros, 15 min leista isdziati. Tuomet j 1éksteles sudéti 50, 100 arba 150 mg/ml kiekvienu tiriamu muilu
impregnuoti sterilizuoti 6 mm filtrinio popieriaus diskai, muily tirpalai pries tai kaitinti 100 °C vandens
voneléje 1 h. Paruostos 1€kStelés inkubuotos 37 °C temperatiiroje 24 h. Muilo méginiy antibakterinis
aktyvumas jvertintas matuojant slopinimo zonas (mm) (18 pav.). Jei slopinimo zonos spindulys buvo
nuo 0 iki 6 mm, buvo vertinama, jog néra jokio slopinimo, nuo 6 iki 10 mm — yra vidutinis slopinimas,
nuo 10 iki 14 mm — stiprus slopinimas, bei daugiau nei 14 mm — labai stiprus slopinimas [73].

1 lentelé. LB Broth terpés sudétis [72].

Medziaga Masé (11 terpés), g
Triptonas 109
Mieliy ekstraktas 59
NaCl 10¢
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Agaras 159

Muilu impregnuotas
=" filtrinis diskas

_.~ Slopinimo zona
Agaras ="

18 pav. Slopinimo zonos jvertinimo disky difuzijos metodu schema.
2.12 Statistiné duomeny analizé

Kiekvienas disky difuzijos metodo eksperimentas kartotas 3 kartus. Gautos reik§més buvo
analizuojamos naudojant MS Excel bei R programines jrangas.

Rezultaty reikSmingumas buvo vertinamas taikant vienmacio pasiskirstymo Shapiro-Wilk kriterijy
pagal formule:

_ CRiaixpy)?
?zl(Xi_X)z

w 1)

¢ia n — imties dydis;

ai — koeficientas;

X(i) — maZiausia imties reikSme;

X — imties vidurkis.

Rezultatai yra statistiSkai patikimi, kai P < 0,05 [74].

Tarpgrupiniy rezultaty statistinis patikimumas buvo vertinamas taikant faktorinés analizés
ANOVA modul;. F (FiSerio) kriterijaus formulé:

arametro dispersija tarp imci
F = p p ] p U @)

parametro dispersija imties viduje

Sy ni(Fi-P)?
F = - ©)
k n —
Ti=1 2L, (Vij=Y)?
N—k
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¢ia nj — i-tosios imties dydis;

Y; — i-tosios imties parametro vidurkis;

Y — bendras parametro vidurkis;

k — faktoriy (grupiy) skai¢ius;

N — bendras imties dydis, N = ¥, n;;

laisvés laipsniy skai¢ius dfy = k — | ir df; = N -k [75].

F faktoriaus statistika laikoma reikSminga, kai F (faktinis) > F (dfl, df2) (teorinis), pasirinkus
a = 0,05 reikSmingumo lygmenj. Jei P < 0,05, tuomet atmetame nuling hipoteze, kad regresija yra
statistiSkai nereikSminga, ir priimame alternatyva, jog bent vienas nepriklausomas kintamasis daro
statistiSkai reik§mingg jtaka priklausomam kintamajam [76].
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Muily kompozity su jvairiais fosfatais tyrimas Rentgeno spinduliy difrakcijos metodu

Siame diplominiame darbe buvo susintetinti trijy rasiy kompozitai su paprastuoju muilu.
Aktyviaisiais muilo komponentais buvo naudoti beta-trikalcio fosfatas (CasPOas; TCP), kalcio
hidroksiapatitas (Caio(POa4)s(OH)2; CHA) ir vitlokitas (Caio(HPO4)(PO4)s; WT), kuriuose dalis kalcio
buvo pakeista gelezimi ir cinku.

3.1.1. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu beta-trikalcio fosfatu
Kristalinis beta-trikalcio fosfatas P-Cas(POas)2 gali biiti gaunamas kaitinant amorfinio fosfato

nuosédas, o kaitinant B-TCP dar aukStesnéje temperatiiroje susidaro kita fosfato modifikacija a-
Caz(POa4)2. B-Caz(PO4): kristaliné struktiira yra pavaizduota 19 pav. [77].

P1

P2

P3

Ca

e © 6 0 ¢

%
¢ ¢

19 pav. B-Caz(POa4): kristaliné struktiira, parodanti skirtingas 5 katijonines padétis joje [77,78].

B-Caz(PO4)2, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku (CazgsFeo0075ZN0,0075(PO4)2) buvo
susintetintas bendrojo nusodinimo metodu. Gauto fosfato, muilo ir muilo su skirtingais fosfato kiekiais
kompozity rentgeno spinduliy difraktogramos (XRD) yra pateiktos 20 pav. Kaip matyti, bendrojo
nusodinimo metodu pavyko susintetinti vienfazj B-Caz(POas)2 (ICDD 00-076-0694). Visi difrakciniai
atspindZiai, esantys 20 intervale nuo 10 iki 40° priklauso tik kalcio fosfato fazei. Susintetinto natrio muilo
XRD difraktogramoje stebime smailes, charakteringas natrio oleatui
(CH3(CH2)7CH=CH(CH2);COONa) (ICDD 00-033-1879), natrio karbonatui hidratui (Na2COs-H.0)
(ICDD 01-070-0845), natrio karbonatui heptahidratui (Na.COs-7H20) (ICDD 00-025-0816),
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natriovandeniliokarbonatui-natrio karbonatui dihidratui (NaHCO3-Na>C0O3-2H,0) (ICDD 00-076-0739)
ir nezinomai fazei.
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20 pav. B-Caz,gsF€0,0075ZN0,0075(PO4)2 (1), muilo (2) ir muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (3), 0,5 %
(4),1 % (5) ir 5 % (6) CazgsFeo0075ZN0.0075(PO4)2, XRD difraktogramos. Nustatytos §ios kristalinés
fazés: & - B-Caz(POa)2, ® - Na2CO3-H20, & - NaxCO3-7H20, e - NaHCO3-Na,CO3-2H;0, w -
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COONga, ? — nezinoma.

Natiralu, kad susintetintame muile néra TCP nei pédsaky. Didinat Caz gsF€o,0075ZN0.0075(PO4)2 kiekj
muile iki 5 %, XRD difraktogramose vyrauja tos pacios difrakcinés smailés, kurios buvo identifikuotos
gryno muilo difraktogramoje. Ir tik kompozite muilas — 5 % Cazg5F€0,0075ZN0.0075(PO4)2 jau stebimi ir
TCP charakteringi difrakciniai atspindZziai. Kai fosfatinio komponento kompozite yra mazesni kiekiai,
muilo sudedamyjy daliy smailés uzgozia kristalinio TCP smailes.

3.1.2. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu kalcio hidroksiapatitu
Apatitai — junginiy klas¢, pasizyminti heksagonine erdvine struktiira P63m a1 = a2 =az # ¢, o =a

=90°; v = 60° (21 pav.) ir turinti bendrg cheming sudétj Me10(Z0O4)sX2 [79]. Kai kurios apatity sudétys
ir jy Ca/P moliniai santykiai pateikti 2 lenteléje.
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21 pav. Heksagoniné erdviné struktiira [79].

2 lentelé. Kai kurios apatity sudétys [80].

d

-
5

e
N

a,

f

.fé'_;v{—’ﬁ d
1 2

Ca/P molinis santykis Mineralo pavadinimas Formulé
1,5-1,67 Deficitinis kalcio Ca10x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x(0<x<1)
hidroksiapatitas (Ca-def HAp)
1,67 Hidroksiapatitas (HAp) Ca10(PO4)s(OH)2
1,67 Galutinis, A- tipo karbonatinis Ca10(P0O4)6CO3
apatitas
>1,67 Galutinis, B- tipo karbonatinis | Caiox[(PO4)s-2x(CO3)2x](OH)2(0<x<1)
hidroksiapatitas
>1,67 A- ir B- tipo karbonatinis Ca10-x[(PO4)6-2x(CO3)2x] CO3(0<x<1)
apatitas
1,67 Fluorapatitas (FAp) Caio(PO4)sF2
1,67 Oksiapatitas (OAp), mineralinis Ca10(PO4)sO
voelkeritas
Pagrindinis, labiausiai paplitgs, apatity Seimos atstovas yra kalcio hidroksiapatitas

Ca10(PO4)s(OH)2. Atomy i$sidéstymas elementarioje CHA gardeléje yra pavaizduotas 22 ir 23 pav. [79].
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22 pav. Atomy iSsidéstymas kalcio hidroksiapatito elementariojoje gardeléje [79].
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23 pav. Kalcio hidroksiapatito kristaliné struktiira [79].
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Ca10(PO4)s(OH)2, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku (CagsFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)z2)
buvo susintetintas zoliy-geliy metodu. Gauto CagsFeo25Zn0.25(PO4)s(OH)2 hidroksiapatito, muilo ir
muilo su skirtingais hidroksiapatito kiekiais kompozity rentgeno spinduliy difraktogramos (XRD) yra
pateiktos 24 pav. Kaip matyti, zoliy-geliy metodu susintetintas CagsFeo 25Zno,25(PO4)s(OH)2 junginys
yra vienfazis kalcio hidroksiapatitas (ICDD 96-900-2215). Visi difrakciniai atspindZiai, esantys 20
intervale nuo 10 iki 40° priklauso tik Caio(POa4)s(OH). kristalinei fazei. Susintetinto natrio muilo XRD
difraktogramoje stebime tas pacias smailes, kaip ir 16 pav. Naturalu, kad susintetintame muile néra CHA
bidingy difrakciniy smailiy. Didinant CagsFeo25Zno25(PO4)s(OH)2 kiekj muile iki 0,5 %, XRD
difraktogramoje jau stebima CHA intensyviausia smailé¢ bei mazéja susintetinto junginio amorfiskumas,
jau galima identifikuoti ir kitus muilo priemaiSy kristalinius atspindzius. Visose kompozity
difraktogramose vyrauja tos pacios difrakcinés smailés, kurios buvo identifikuotos gryno muilo
difraktogramoje. Net kompozite muilas — 5 % CagsFeo,25Zno.25(PO4)s(OH)2 kalcio hidroksiapatitui
charakteringi difrakciniai atspindziai yra labai nezymdis.
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24 pav. CagsFeo25Zn0,25(PO4)s(OH)2 (1), muilo (2) ir muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (3), 0,5 %
(4), 1% (5) ir 5 % (6) CagsFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)2, XRD difraktogramos. Nustatytos §ios kristalinés
fazés: & - Cawo(PO4)s(OH)2, @ - Na2CO3-H20, & - NaxCO3-7H20, e - NaHCO3-Na2CO3-2H,0, ¥ -

CH3(CH2)7CH=CH(CH:)7COONga, ? — nezinoma.
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3.1.3. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu vitlokitu

Vitlokitas (CaisMg2(HPO4)2(POa4)12 arba CagMgi1(HPO4)(PO4)s) yra antrasis pagal paplitimg
fosfatinis mineralas zmogaus kauliniame audinyje [81]. Jo kristaliné sandara yra pavaizduota 25 pav.
Ca1sMg2(HPO4)2(PO4)12, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku (Cag sFeo 25Zno 25(HPO4)(POa4)6)
buvo susintetintas tirpinimo-nusodinimo sintezés metodu. Gauto Cag sFeo 25Zno,25(HPO4)(POa)s vitlokito,
muilo ir muilo su skirtingais vitlokito kiekiais kompozity rentgeno spinduliy difraktogramos (XRD) yra
pateiktos 26 pav. Kaip matyti, tirpinimo-nusodinimo metodu susintetintas Cag sFeo,25Zno,25(HPO4)(POa4)s
junginys yra vienfazis vitlokitas (ICDD 00-070-2064). Visi difrakciniai atspindZziai, esantys 20 intervale
nuo 10 iki 40° priklauso tik CagMgi(HPO4)(POas)s kristalinei fazei. Susintetinto natrio muilo XRD
difraktogramoje stebime tas pacias smailes, kaip ir 20 bei 24 pav. Susintetintame muile néra vitlokitui
budingy difrakciniy smailiy.
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25 pav. Vitlokito kristaliné struktiira [81].
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26 pav. CagsFeo,25ZNn0,25(HPO4)(PO4)s (1), muilo (2), ir muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (3), 0,5
% (4),1 % (5) ir 5 % (6) CagsFeo,25ZNn0,25(HPO4)(PO4)s, XRD difraktogramos. Nustatytos Sios
kristalinés fazés: ¢ - CagMg1(HPO4)(POa)s, ® - Na2CO3-H20, & - Na;CO3-7H20, e -
NaHCO3-Na2C0O3-2H;0, ¥ - CH3(CH.)7;CH=CH(CH2)7COONa, ? — nezinoma.

Jdomu pastebéti, kad Cag sFeo,25ZNn0,25(HPO4)(PO4)s fazei charakteringy smailiy néra net kompozito
muilas — 5 % CagsFeo,25ZNn0,25(HPO4)(PO4)s difraktogramoje.

Beveik visy XRD analize tirty muily kompozity méginiuose (20, 24, 26 pav.) galima pastebéti, jog
pagrindiné natrio oleato smailé muiluose su fosfatais turi, nors ir labai nezymuy, poslinkj ties 21° kampu
j didesniy 20 verc¢iy puse — tas parodo, jog dedant j kietajj natrio muilg bet kokig Ca-P koncentracija,
keiiasi muilo kristaliné gardelé, kadangi micelés struktiiroje esantys mazesni Na* jonai palyginti su Ca?*
labiau kondensuojasi, didéja atomy masé, sankibos energija bei joninis sferiskumas, tokiu biidu trumpéja
ry$iai tarp atomy [82,83].

3.2. Muily kompozity su jvairiais fosfatais tyrimas FT-IR spektroskopijos metodu
Siekiant identifikuoti tiek susintetintose fosfatuose (TCP, CHA ir WT), tiek pagamintuose muily

kompozituose su jvairiais fosfatais esancias funkcines grupes buvo atlikta Furjé transformacinés
infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos (FT-IR) analize.
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3.2.1 Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu beta-trikalcio fosfatu

Gauto B-Caz(POas)2, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku (CazgsF€0,0075ZN0,0075(PO4)2),
muilo ir muilo su skirtingais fosfato kiekiais kompozity FT-IR spektrai yra pateikti 27 pav. Kaip matyti,
yra stebimos B-TCP fazés biidingos PO4+* grupiy absorbcijos juostos, t. y. TCP FT-IR spektras atitinka
biidinga struktiira, pateikiama literatiiroje [84-86]. Sie PO+ jony virpesiy dazniai yra Zymimi v1, vz, v3
ir vs. Gautuose spektruose yra visos keturios charakteringosios fosfato jono virpesiy juostos:
intensyviausios v4 ties 555 cm™ ir 602 cm, ir vs ties 1026 cm™ bei maZesnio intensyvumo, tadiau vis
tick Siame spektre matomos vz ties 439 cm™ ir v; ties 930 cm™ bangos skaidiaus vertémis. Virpesiy
juostos ties 930 cm atitinka simetrinius P-O rysiy virpesius, ties 1020-1090 cm™ asimetrinius fosfatiniy
grupiy P-O rysiy virpesius bei ties 400-600 cm™ O-P-O fosfatiniy rysiy virpesius. Tai, jog ties 727 cm™
ir 1200 cm™ bangos skai¢iais néra jokiy virpesiy juosty, jrodo, jog méginyje néra P,O7* medziagos, kuri
gali susidaryti sintezés proceso metu, vykstant amorfinio Caz(POs)2 transformacijai j B-Caz(POs)2 faze.
Taigi, FT-IR rezultatai liudija, kad susidares TCP yra grynas junginys [87]. Susintetintame natrio muilo,
kuris charakterizuojamas pagal struktiirines alkil grandinés ir karboksilato funkcines grupes, FT-IR
spektre stebime jam charakteringus virpesius: vos pastebimi O-H rysio riebaly rigsties COOH grupés
virpesiai 3300-2500 cm! intervale jrodo, jog yra jvykusi neutralizacijos reakcija ir riigities yra like tik
mazi pédsakai; ties 2920, 2850, 1412, 920, 830, 740, 720 ir 700 cm™ simetriniai ir asimetriniai CH>
virpesiai, ties 1280 cm™ C-O rysio, ties 1660 ir 1560 cm™ asimetriniai C=0 rysiy virpesiai bei ties
575 cm™® CH virpesiai pagal literatiiros duomenis atitinka R-COONa, natrio oleato, struktiirg [88]. Taip
pat Siame FTIR spektre yra aptiktos joniniam karbonatui, kuris taip pat jeina ] muilo miSinio sudétj,
absorbcijos juostos. Matoma viena pagrindiné 1440 cm™ CO3? jony v3 asimetriniy virpesiy juosta [89].
Tai, jog ties 1699 cm™ bangos skai¢iumi néra jokiy virpesiy juosty, jrodo, jog méginyje néra NaOH
pédsaky, kuris pilnai sureagaves, ir muilas yra pakankamai grynas.

7 (6)
1 \DH/( TR

Pralaidumas

1 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Bangos skaicius, cm™!

27 pav. B-Caz,gsFe0,0075ZN0,0075(PO4)2 (1), muilo (2) ir muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (3), 0,5 %

(4),1% (5) ir 5% (6) CazssFeo,0075ZN0.0075(PO4)2, FT-IR spektrai.
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Kaip ir XRD analizés metu, susintetintame muile be fosfaty néra aptikta TCP pédsaky. Esant mazai
Caz g5F€0,0075Zn0.0075(PO4)2 koncentracijai muile (0,1 %) FT-IR spektre vis dar néra jokiy TCP budingy
absorbcijos juosty. Galimai TCP absorbcijos juostas uzgozia natrio oleato ir natrio karbonato junginiy
smailés, o jau 0,5 % kompozito FT-IR spektre ties 602 cm™ bangos skai¢iumi pastebimos
charakteringosios v4 PO4> jony virpesiy juostos. 5 % fosfatinio kompozito FT-IR spektre jau galima
identifikuoti visas B-TCP fazés POs> grupiy absorbcijos juostas.

3.2.2. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu kalcio hidroksiapatitu

Gauto hidroksiapatito Caio(PO4)s(OH)2, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku
(CagsFeo,25ZN0,25(PO4)s(OH)2), muilo ir muilo su skirtingais fosfato kiekiais kompozity FT-IR spektrai
yra pateikti 28 pav. Kaip matyti, CagsFeo25Zno25(PO4)s(OH)2 junginio charakteringosios PO+ grupiy
absorbcijos juostos FT-IR spektre atitinka literatiirinius duomenis [90-92]. Tie patys POs*> grupei O-P-O
rySio biidingi v4 virpesiai ties 565 ir 599 cm™, simetriniai P-O rysio v1 ties 968 cm™ bei asimetriniai P-O
ry$io vz virpesiai ties 1026 ir 1090 cm™ stebimi kaip ir TCP FT-IR spektre (27 pav.), tik skiriasi juosty
intensyvumas ir atsiranda biidinga OH grupés virpesiy juosta ties 3570 cm™ bei ties 632 cm™ bangos
skaicCiais. Susintetinto natrio muilo FT-IR spektre stebime tas pacias smailes, kaip ir 27 pav.

1 ©
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28 pav. CagsFeo25Zn0,25(PO4)s(OH)2 (1), muilo (2) ir muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (3), 0,5 %
(4), 1% (5) ir 5 % (6) CagsFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)2, FT-IR spektrai.
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Susintetintame muile be fosfaty néra aptikta CHA pédsaky, o jau net paios maZziausios 0,1 %
CagsFeo,25ZNn0,25(PO4)s(OH)2 koncentracijos muilo FT-IR spektre ties 599 cm™ bangos skai¢iumi
atsiranda vs O-P-O rysio bei patys intensyviausi ties 1026 ir 1090 cm™ vz P-O rysio virpesiai. Sios
virpesiy juostos aptinkamos taip ir 0,5 % bei 1 % Cag sFeo 25Zno,25(PO4)s(OH)2 muilo pavyzdziy FT-IR
spektruose. Didinant CagsFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)2 koncentracija muile iki 5 % jau stebime visas
intensyvesnes PO4% ir OH grupiy virpesiy juostas.

3.2.3. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu vitlokitu

Gauto vitlokito CasMgi(HPO4)(POas)s), kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku
(Cag,sFeo,25ZN0,25(HPO4)(PO4)s), muilo ir muilo su skirtingais fosfato kiekiais kompozity FT-IR spektrali
yra pateikti 29 pav. Charakteringosios Cag sFeo,25Zno,25(HPO4)(POs)s junginio PO4> grupiy FT-IR spektre
absorbcijos juostos atitinka literatiirinius duomenis [93]. Stebimi tie patys kaip ir TCP bei CHA FT-IR
spektruose (27 ir 28 pav.) POs* grupei biidingi virpesiai, o taip pat WT junginiui biidinga HPO4? grupés
P-O(H) rysio absorbcijos juosta ties 872 cm™. Susintetinto natrio muilo FT-IR spektre stebime tas pacias
smailes, kaip ir ankstesniais atvejais.
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29 pav. Muilo (1), CagsFeo,25Zn0,25(HPO4)(PO4)s (2) ir muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (3), 0,5 %
(4),1% (5) ir 5% (6) CagsFeo,25Zno,25(HPO4)(PO4)s, FT-IR spektrai.

Susintetintame gryname muile néra aptikta WT pédsaky, o didinant fosfato koncentracijg nuo 0,1
iki 1 %, muile stebime charakteringaja pacia intensyviausig vz POs> funkcinés grupés sugerties juosta.
Visas kitas virpesiy juostas uzdengia natrio oleato, natrio karbonato hidrato, natrio karbonato
heptahidrato, ir natriovandeniliokarbonato-natrio karbonato dihidrato funkciniy grupiy sugerties juostos.

37



DidzZiausios 5 % koncentracijos muile jau galima identifikuoti visy WT funkciniy grupiy sugerties
juostas.

3.3. Ivairiy fosfaty tyrimas Raman spektroskopijos metodu

Tiek FT-IR, tick Raman spektroskopija yra tikslis metodai molekuliniams rySiams identifikuoti.
Raman spektroskopija paremta junginio molekulinés poliarizacijos poky¢iais, o FT-IR molekulinio
dipolio momento poky¢iais virpesiy metu [94]. IS to galima daryti prielaidg, jog FT-IR technika yra
jautresné junginiams, turintiems molekulés sandaroje labiau polines funkcines grupes bei ilgesnius
ry$ius, koks yra ir natrio oleato muilas. Todél FT-IR spektruose jo funkcinés grupés esant mazoms TCP,
CHA ir WT koncentracijoms uzstoja $iy fosfaty funkcines grupes (27, 28, 29 pav.). Be to, Raman
spektroskopijos skyra (0,6-1 pm) yra pranaSesné uz FT-IR skyrg (5-10 pm) bei Raman signalo
uzregistravimo laikas kelis kartus greitesnis uz FT-IR dél mazo i$sklaidytos $viesos kiekio [95]. Dél to
norint patvirtinti FT-IR tyrimo metu gautus TCP, CHA ir WT legiruoty Fe ir Zn susintetinty fosfaty
rezultatus buvo atlikta Raman spektroskopijos analiz¢.

3.3.1 Feir Zn legiruotas beta-trikalcio fosfatas

Sio eksperimento metu uzregistruotas beta-trikalcio fosfato, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi
ir cinku (B-Caz,ssFeo,0075Zn0,0075(PO4)2), Raman spektras (30 pav.) gana gerai sutampa su duomenimis,
pateikiamais literattroje [96,97].

Intensyvumas

1 " 1 " 1
1000 2000 3000

Raman poslinkis, cm™

30 pav. B-Caz gsFeo,0075ZN0,0075(PO4)2 junginio Raman spektras.
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PO+ jonui yra bidingi keturi aktyviis virpesiai v1, v2, v3 ir v4, kuriy kryptys pavaizduotos 31

“ix = v

31 pav. Fosfato jono (PO4*) vibracijos modos. O - deguonies (O) atomas, @ - fosforo (P)
atomas [98].

pav.

V4

Tik Sie virpesiai yra matomi spektre. Gautame Raman spektre stebimos visos keturios
charakteringosios fosfato jony virpesiy juostos: intensyviausia tetraedrinés POs grupés P-O rySio
simetriniy virpesiy v1 smailé ties 964 cm™ bangos skai¢iaus verte, v2 370-500 cm™ bangos skaiciaus
intervale, P-O antisimetriniy virpesiy v3 smailé ties 1042 cm™ bei v4 530-645 cm™ bangos vertés
intervale. Gauti Raman rezultatai patvirtina, kad susidargs TCP yra grynas junginys.

3.3.2 Feir Zn legiruotas kalcio hidroksiapatitas

Kalcio  hidroksiapatito,  kuriame  dalis  kalcio  pakeista  gelezimi ir  cinku
(CagsFeo25Zn025(PO4)s(OH)2), Raman spektras (32 pav.) gana gerai sutampa su duomenimis,
pateikiamais literatiiroje [99-101]. Zinant, jog TCP tetraedrinéje sandaroje yra 42 PO4s> grupés, o CHA
— tik 6 grupés, galima tikétis, jog CHA turi maZesnj Raman poslinkj [97]. Tai patvirtina POs* jony
charakteringieji virpesiai: v2 ties 428 cm™, vl ties 955 cm™, v3 1041 cm™, v4 ties 591 ir 655 cm™.
Nepaisant to, kad CHA kristaliSkumas yra Zemas ir todel sudétinga aptikti fosfato struktiiroje esancia
OH- grupe, §iame spektre galime aptikti Zemo intensyvumo vOH smaile ties 3566 cm™, kas jrodo CHA
junginio grynumag.
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32 pav. CagsFeo25Zn0,25(PO4)s(OH)2 junginio Raman spektras.

3.3.3 Fe ir Zn legiruotas vitlokitas

Vitlokito, kuriame dalis kalcio pakeista gelezimi ir cinku (Cag sFeo,25Zn0,25(HPO4)(PO4)s), Spektras
(33 pav.) gana gerai sutampa su duomenimis, pateikiamais literatiiroje [102,69].
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33 pav. CagsFeo,25Zno,25(HPO4)(PO4)s junginio Raman spektras.
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PO jony virpesiai v2 ties 426 cm™, v4 ties 591 cm™, v1 ties 965 cm™ sutampa su TCP ir CHA
spektry fosfato jony juostomis, tik WT spektre néra matomi v3 virpesiai. Spektre matome gana ryskig ir
intensyvig vitlokito struktiiroje esanc¢ios vandenilio fosfato (HPO4%) grupés vOH virpesiy juosta ties
3389 cm, ties 2327 cm™ bangos verte atsiranda vos matoma, ta¢iau identifikuojama ty paciy silpnai
rigstinés HPO4> hidroksilo grupés virpesiy juosta, o jau ties 895 ir 1009 cm™ bangos vertémis
simetrinius §ios grupés virpesius uzgozia ryski v1 fosfato grupés virpesiy juosta [103, 104]. HPO4? jony
buvimas jrodo susintetintg gryna vitlokito faze.

3.4. Muily kompozity su jvairiais fosfatais tyrimas SEM metodu
3.4.1 Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu beta-trikalcio fosfatu

Muily kompozity su jvairiais fosfatais pavirSiaus morfologija buvo tirta skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu (SEM). Gryno muilo skirtingo didinimo SEM nuotraukos yra pavaizduotos 34 pav.

|||||||||||

0 B h s 8 v
SU70 10.0kV 5 SE(U) 2.00um

34 pav. Muilo skirting didinimo SEM nuotraukos.
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Kaip matyti, muilo pavirSius yra sudarytas i§ pailgy strypeliy bei plokStuminiy kristaly, kuriy ilgis
svyruoja iki 4 pum, o plotis - apie 1 pum. Visos muilo dalelés yra chaotiskai i$sidés¢iusios skirtingomis
Kryptimis.

Legiruoto trikalcio fosfato (B-CazssF€0,0075ZN0,0075(PO4)2) skirtingo didinimo SEM nuotraukos
pateiktos 35 pav. Matome, kad TCP pavirSiaus morfologija labai skiriasi nuo muilo, ir yra sudarytas i$
sferiniy nanodaleliy (100-150 nm), kurios kartais yra suaugusios tarpusavyje.

SUT0 10,0k 5,8mr ST 0. 0um

SUT0 10,0kV 5 8mm x25 Ok SE(M) 2.00um SUTO 10.0kV 5.8mm x50.0k SE(M)
35 pav. B-Caz,gsFeo,0075ZN0,0075(PO4)2 skirtingo didinimo SEM nuotraukos.
36 pav. matome muilo kompozity, kuriuose yra 0,1-5 % CazgsF€o,0075ZN0.0075(PO4)2, SEM
nuotraukas. Kompozity pavirS§iaus SEM nuotraukos yra akivaizdziai panasesnés j muilo SEM
nuotraukas, taciau pavirSius néra identiskas. Kompozity pavirSius yra sudarytas irgi i$ pailgy strypeliy
bei plokStuminiy kristaly, bet jie yra maZesni ir labiau individuallis, nesukibe tarpusavyje. Daleliy ilgis
yra ne didesnis nei 1 pm, o plotis svyruoja nuo 200 iki 400 nm. Be to, kompozity pavirSiaus morfologija
beveik nepriklauso nuo jvedamo TCP kiekio.
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1.00um

SUT0 10.0xV 5 6mm 2 x SE(U) ,f .'.'i‘,m -S J70 10,05V 5 8mm x25 0k SE(U) 2.00um
36 pav. Muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (virSus, kairé), 0,5 % (virSus, desin¢), 1 % (apacia, kaire)
ir 5 % (apacia, desiné) Caz gsFeo 0075ZN0.0075(PO4)2, SEM nuotraukos.

3.4.2. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu kalcio hidroksiapatitu

Legiruoto kalcio hidroksiapatito (CagsFeo,25ZNn0,25(PO4)s(OH)2) skirtingo didinimo SEM
nuotraukos pateiktos 37 pav. Matome, kad CHA pavirSiaus morfologija labai skiriasi ir nuo muilo, ir nuo
TCP. Kalcio hidroksiapatitas yra sudarytas i§ beveik vienodo dydzio sferiniy nanodaleliy (20-30 nm),
kurios sudaro aglomeruoty nanodaleliy tinklg. Taigi, zoliy-geliy metodu susintetintos CHA dalelés yra
apie 3-5 kartus mazesnés nei bendrojo nusodinimo metodu gautos TCP dalelés.

Muilo su skirtingais hidroksiapatito kiekiais kompozity SEM nuotraukos yra pateiktos 38 pav.
Kompozity pavirSiaus morfologija taip pat beveik nepriklauso nuo jvedamo CHA kiekio. Taciau SEM
nuotraukos skiriasi nuo gryno muilo SEM nuotrauky, ir Siek tiek skiriasi nuo muilo kompozity su TCP
SEM nuotrauky. PavirSiuje dominuoja skirtingos formos plokStuminés dalelés, o pailgy susidaré labai
mazai. Susidaré¢ didesnés muilo-CHA kompozity dalelés (1-1,5 pm), nors paties CHA dalelés yra
mazesnés nei TCP.
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70 10.0kV 5, 7mm x5.0

37 pav. CagsFeo25Zn0,25(PO4)s(OH)2 skirtingo didinimo SEM nuotraukos.

44



38 pav. Muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (virSus, kairé), 0,5 % (virSus, desin¢), 1 % (apacia, kairé)
ir 5 % (apacia, desiné) CagsFeg 252N 25(PO4)s(OH)2, SEM nuotraukos.

3.4.3. Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu vitlokitu

39 pav. yra pateiktos legiruoto vitlokito (CagsFeo,25Zno,25(HPO4)(POa4)e) skirtingo didinimo SEM
nuotraukos. Akivaizdu, jog WT pavirSiaus morfologija taip pat pasizymi savitumu. Vitlokitas yra
sudarytas i§ beveik vienodo dydZio sferiniy, didesniy nei CHA nanodaleliy (150-200 nm). Sios dalelés
sulipusios lyg raudonieji ikrai. Taigi, susintetinto tirpinimo-nusodinimo sintezés metodu susintetintos
vitlokito dalelés yra didesnés nei CHA, bet mazZesnés uz TCP daleles.

Muilo su skirtingais vitlokito kiekiais kompozity SEM nuotraukos yra pateiktos 40 pav. Kompozity
pavirsiaus morfologija nezymiai priklauso nuo jvedamo WT kiekio. SEM nuotraukose su 0,5 % ir 1 %
CagsFen,25Zn0,25(HPO4)(PO4)s kai kur matosi vitlokitui charakteringos sferinés dalelés. Be to, SEM
nuotraukos skiriasi nuo gryno muilo ir kity fosfatiniy kompozity SEM nuotrauky. PavirS§iuje vyrauja
skirtingos formos ir skirtingo dydzio (0,5-2 pum) plokstuminés dalelés.
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39 pav. CagsFeo25Zno25(HPO4)(PO4)s skirtingo didinimo SEM nuotraukos.
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40 pav. Muilo kompozity, kuriuose yra 0,1 % (virSus, kair¢), 0,5 % (virSus, desin¢), 1 % (apacia, kaire)
ir 5 % (apacia, desiné) CagsFeo25Zn025(HPO4)(PO4)s, SEM nuotraukos.

Reikia pazyméti, kad gautos SEM nuotraukos néra labai kokybiSkos. D¢l specifinés elektrony
srauto sgveikos su muilu, kuris yra nelaidus, pavirsiuje buvo stebimos kriivio iskrovos, kas galéjo turéti
jtakos SEM analizés kokybei [105-107]. Todé¢l analogiSkus SEM tyrimus atlikome su pavyzdziais, kuriy
pavirSius prie§ SEM analize buvo padengtas laidZiu sidabro sluoksniu. Muilo ir muilo kompozity,
kuriuose yra 5 % Ca-P priedo, SEM nuotraukos, gautos esant skirtingam didinimui, parodytos 41-43 pav.
Padengus prie$ tyrima pavyzdzius plonu sidabro sluoksniu, SEM nuotrauky kokyb¢ yra daug geresné.
Taip pat akivaizdziai matyti, kad gauty muilo kompozity morfologija skiriasi nuo muilo morfologijos.
Ypatingai tg galima pastebéti muilo - Caz g5F€0,0075ZN0.0075(PO4)2 ir muilo - Cag sFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)2
kompozity atvejais, kai kompozituose susidaro individualios skirtingo dydzio sferinés dalelés. Norint
gauti dar geresnés kokybés SEM tyrimy rezultatus, matomai, reikéty naudoti programinj modelj,
leidziantj konstruoti 3D vaizdus i§ bet kuriy SEM nuotrauky [108-111].
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41 pav. Muilo (virSus, kair¢) ir muilo kompozity, kuriuose yra 5 % TCP (virSus, desin¢), 5 % CHA
(apacia, kaire) ir 5 % WT (apacia, deSin¢) SEM nuotraukos, kai pavyzdys buvo padengtas Ag
sluoksniu. DidZiausias didinimas.

SUT0 10.0kV £ m %25 0k SE(U) Oum SUT0 10.0kV 5.5mm x25.0k SE(U) 2 00um,

42 pav. Muilo (virSus, kair¢) ir muilo kompozity, kuriuose yra 5 % TCP (virSus, desiné), 5 % CHA
(apacia, kairé) ir 5 % WT (apacia, desiné¢) SEM nuotraukos, kai pavyzdys buvo padengtas Ag
sluoksniu. Vidurinysis didinimas.
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43 pav. Muilo (virSus, kair¢) ir muilo kompozity, kuriuose yra 5 % TCP (virSus, desiné), 5 % CHA
(apacia, kaire) ir 5 % WT (apacia, deSin¢) SEM nuotraukos, kai pavyzdys buvo padengtas Ag
sluoksniu. Maziausias didinimas.

3.5 Muily kompozity su jvairiais fosfatais antibakterinio aktyvumo tyrimas
3.5.1 Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu beta-trikalcio fosfatu

Muily kompozity su jvairiais fosfatais antibakterinis aktyvumas buvo tirtas disky difuzijos metodu.
Gryno muilo su 100 ir 150 mg/ml koncentracijomis slopinimo zonos pavaizduotos 44 pav, 0 su
150 mg/ml koncentracijos muily kompozitais, kuriuose yra 0,1-5 % Fe ir Zn legiruoto beta-trikalcio
fosfato, slopinimo zonos pavaizduotos 45 pav. Visy CazgsFeo0075ZN0.0075(POa4)2 legiruoty muily su
skirtingomis koncentracijomis bei abejomis bakterijy kultiromis slopinimo zony rezultatai (mm) pateikti
3 lenteléje, o jy grafinis atvaizdavimas stulpelinémis diagramomis yra pateiktas 46 pav.
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44 pav. Popieriniai diskai su 100 mg/ml (1) ir 150 mg/ml (2) koncentracijos grynu natrio muilu
S. saprophyticus agaro léksteléje.

45 pav. Popieriniai diskai su 150 mg/ml koncentracijos muily kompozitais, kuriuose yra 0,1 %
(1),0,5% (2), 1% (3) ir 5 % (4) CazssFeo0075Zn0.0075(PO4)2, S. saprophyticus agaro léksteléje. 5 —
kontrolé.

3 lentelé. 0,1-5 % Caz gsF€0,0075ZN0.0075(PO4)2 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy muily kompozity su E.
coli ir S. saprophyticus bakterijomis slopinimo zonos *(mm).

0% 0,1 % 0,5% 1% 5%
CazgsFeo,0075ZN0.007 | CazssFeo007sZnooor | CazssFeo0075ZNo.007 | CazssFeo,00752N0.0075(PO4)2
5(PO4)2 5(PO4)2 5(POa):2

Ko |50 |100 | 150 |50 | 100 | 150 | 50 100 | 150 |50 | 100 | 150 | 50 100 150
nce | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/ | mg/m | mg/m | mg/m
nr 'm m |m |ml |m |ml [m |{ml |m |ml [ml |ml [I | |
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acij
a
E(;" 6,11 | 6,17 | 6,22 | 6,40 | 6,54 | 6,88 | 7,30 | 7,39 | 8,00 | 7,99 | 9,00 | 9,50 | 10,00 | 10,25 | 10,56
S.
sap
rop |6,13|6,13|6,26 | 653|680 692|744 |767|795|831|973|991| 1034 |10,57 | 10,82
hyti
cus

* - pateikiami visy eksperimenty 3 pakartojimy vidurkiai

Ca, gsF€g 0975ZNg.0075(PO4), muily vidutiné slopinimo zona
150
12 100 mg/ml
150 mg/ml mg/ml
100 mg/ml
mg/ml
10
150 X0
100 mg/ml mg/ml
E 8 0 150 mg/ml mo/mi
1

E_ 100 150 mg/ml mo/mt
g mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
N
o 6
£
=
S
2 4
)

2

0

0% 0,1% 0,5% 1% 5%
Koncentracija

m Esherichia coli

m Staphylococcus saprophyticus

46 pav. 0,1-5 % Ca,gsFeo,0075ZN0.0075(PO4)2 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy muily kompozity
su E. coli ir S. saprophyticus bakterijomis vidutinés slopinimo zonos (mm).

Tyrimo rezultaty duomenys rodo, jog antibakteriniy muily efektyvumas priklauso tiek nuo
Cazg5Fe0,0075Zn0.0075(PO4)2  koncentracijos muilo kompozite (0,1-5 %), tiek nuo muilo koncentracijos
tiriamame tirpale (50-150 mg/ml), tick nuo bakterijy rasies.
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Norint jvertinti Cay ssF€0,0075ZN0.0075(PO4)2 efektyvuma, skirtingi muily kompozitai buvo lyginami
su paprastu natrio muilu. Kaip matome 44, 45, 46 pav. ir 3 lenteléje, paprastas natrio muilas turi vidutinj
bakterijy slopinimg (6,17 mm), kontrolinis diskas su virintu vandeniu neturi jokio slopinimo (6 mm).
Visi 0,1-1 % Caz gsFeo,0075ZN0.0075(PO4)2 muily kompozitai turi vidutinj slopinima (vidurkiai < 10 mm),
o jau visi trijy koncentracijy 5 % Caz,s5F€0,0075ZN0.0075(PO4)2 kompozitai pasizymi stipriu antibakteriniu
slopinimu (vidurkiai > 10 mm).

Siuos rezultatus tarpusavyje palyginus Shapiro-Wilk statistiniu Kriterijumi, nustatyta, kad
S. saprophyticus atveju 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy slopinimo zony atstumai (mm) tarpusavyje
skiriasi statistiSkai reikSmingai, p reikSmés atitinkamai 0,02; 0,04 bei 0,05. Visy koncentracijy skirtumas,
lyginant su muilu be priedy, taip pat statistiskai reikSmingas (p = 0,000055). E. coli atveju ty paciy
koncentracijy slopinimo atstumai (mm) veél gi reikSmingai skiriasi, p lygis 0,037; 0,025 bei 0,02, visy
koncentracijy skirtumy p verté yra 0,000034.

Norint jvertinti tarpgrupinj skirtumg tarp muilo be priedy ir CazgsFeo0075ZN0.0075(PO4)2 muily
kompozity, buvo pasitelkta ANOVA analiz¢, kuri parodé, jog S. saprophyticus bakterijy Iéksteléje
maziausios 50 mg/ml koncentracijos 0,1-5 % slopinimo zonos buvo atitinkamai 6,50; 7,47; 9,53 bei
10,37, kas statistikai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedy (p = 7,99x107), 100 mg/ml atitinkamai
sieké 6,70; 7,67; 9,73 bei 10,57 mm, kas statistiSkai reikSmingai skyrési nuo muilo be priedy
(p = 4,42x108), didziausios 150 mg/ml koncentracijos slopinimo zonos buvo 6,90; 7,87; 8,91 bei 10,77,
vél gi statistiskai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedo (p = 6,82x107). Bendrai, dedant bet kokia
muilo koncentracijg ir skirtumg lyginant su muilu be priedy, statistinis reik§mingumas buvo dar didesnis,
p = 3,29x10%. E. coli bakterijy 1éksteléje maziausios 50 mg/ml koncentracijos 0,1-5 % slopinimo zonos
buvo atitinkamai 6,40; 7,30; 7,99 bei 10,00, kas statistiSkai reikSmingai skyrési nuo muilo be priedy
(p= 9,45X101°), 100 mg/ml atitinkamai sieké 6,54; 7,39; 9,00 bei 10,25 mm, kas statistiSkai reikSmingai
skyrési nuo muilo be priedy (p = 5,41x10°%), didziausios 150 mg/ml koncentracijos slopinimo zonos buvo
6,88; 8,00; 9,5 bei 10,56, vél gi statistiSkai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedo (p = 7,56x107).
Bendrai, dedant bet kokia muilo koncentracijg ir skirtuma lyginant su muilu be priedy, statistinis
reikSmingumas buvo dar didesnis, p = 5,34x10%2.

3.5.2 Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu hidroksiapatitu

Muily kompozity su 150 mg/ml koncentracijomis, kuriuose yra 0,1-5 % Fe ir Zn legiruoto
hidroksiapatito, slopinimo zonos pavaizduotos 47 pav. Visy Cag sFeo 25Zno,25(PO4)s(OH)2 legiruoty muily
su skirtingomis koncentracijomis bei abejomis bakterijy kulttiromis slopinimo zony rezultatai (mm)
pateikti 4 lenteléje, o jy grafinis atvaizdavimas stulpelinémis diagramomis pateiktas 48 pav.
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47 pav. Popieriniai diskai su 100 mg/ml koncentracijos 0,1 % Cag sFeo 25Zno,25(PO4)s(OH)2 (6)
bei 150 mg/ml koncentracijos muily kompozitais, kuriuose yra 0,1 % (1), 0,5 % (2), 1 % (3) ir 5 % (4)
CagsFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)2, S. saprophyticus agaro 1éksteléje. 5 — kontrolé.

4 lentelé. 0,1-5 % CagsFeo,25ZNn0,25(PO4)s(OH)2 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy muily kompozity su
E. coli ir S. saprophyticus bakterijomis slopinimo zonos *(mm).

0,1% 0,5% 1% 5%
0% Caog,5Fe0,25ZN0,25(PO4 | Cag sFeo,25Zn0,25(PO4 | CagsFeo,25ZN0,25(PO4 | CagsFeo,252N0,25(PO4
)s(OH)2 )6(OH)2 )6(OH)2 )s(OH)2
50 | 100 | 150 | 50 100 | 150 | 50 100 | 150 50 100 | 150 50 100 | 150
Koncentr
aciia mg/ | mg/ | mg/ | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m | mg/m
) ml | ml | ml I | | I | | | | | | | |
E.coli |6,11|6,17|6,22| 6,45 | 6,70 | 6,90 | 7,30 | 7,60 | 7,89 | 9,21 |10,35| 11,50 | 11,15| 11,49 | 12,01
S.
saprophyti | 6,13 | 6,13 | 6,26 | 6,53 | 6,80 | 692 | 7,44 | 7,67 | 7,95 | 9,53 |10,97| 11,81 | 11,37 | 11,69 | 12,32
cus

* - pateikiami visy eksperimenty 3 pakartojimy vidurkiai
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Cag sFeq 252N 25(PO,)s(OH), muily vidutiné slopinimo zona
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0% 0,1% 0,5% 1% 5%
Koncentracija
Esherichia coli Staphylococcus saprophyticus

48 pav. 0,1-5 % Cag sFeo,25ZN0,25(PO4)s(OH)2 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy muily kompozity su
E. coli ir S. saprophyticus bakterijomis slopinimo zonos (mm).

Tyrimo rezultaty duomenys rodo, kaip ir beta-trikalcio fosfato atveju, jog antibakteriniy muily
efektyvumas priklauso tiek nuo CagsFeo 25Zno25(PO4)e(OH)2 koncentracijos muilo kompozite (0,1-5 %),
tiek nuo muilo koncentracijos tiriamame tirpale (50-150 mg/ml), tiek nuo bakterijy rasies.

Norint jvertinti CagsFeo25Zno25(PO4)s(OH)2 efektyvuma, skirtingi muily kompozitai buvo
lyginami su paprastu natrio muilu. Kaip matome 47, 48 pav. ir 4 lenteléje, visi 0,1 % ir 0,5 %
Cazg5F€0,0075ZN0.0075(PO4)2 muily kompozitai turi vidutinj slopinimg (vidurkiai < 10 mm), o jau
100 mg/ml bei 150 mg/ml 1 % bei visi trijy koncentracijy 5 % Cag sFeo,25Zno,25(PO4)s(OH)2 kompozitai
pasiZymi stipriu antibakteriniu slopinimu (vidurkiai > 10 mm).

Siuos rezultatus tarpusavyje palyginus Shapiro-Wilk statistiniu kriterijumi, nustatyta, kad
S. saprophyticus atveju 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy slopinimo zony atstumai (mm) tarpusavyje
skiriasi statisti$kai reikSmingai, p reik§més atitinkamai 0,01; 0,01 bei 0,02. Visy koncentracijy skirtumas
tarpusavyje taip pat statistiSkai reik§Smingas (p = 0,0000059). E. coli atveju ty paciy koncentracijy
slopinimo atstumai (mm) vél gi reik§mingai skiriasi, p lygts 0,006; 0,011 bei 0,012, visy koncentracijy
p verté yra 0,0000046.

Norint jvertinti tarpgrupinj skirtumg tarp muilo be priedy ir CagsFeo 25Zn0,25(PO4)s(OH)2 muily
kompozity, buvo pasitelkta ANOVA analizé, kuri parodé, jog S. saprophyticus bakterijy léksteléje
maziausios 50 mg/ml koncentracijos 0,1-5 % slopinimo zonos buvo atitinkamai 6,53; 7,44; 9,53 bei
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11,57, kas statistiskai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedy (p = 2,89x10'%), 100 mg/ml atitinkamai
sieké 6,80; 7,67; 10,97 bei 11,69 mm, kas statistiSkai reikSmingai skyrési nuo muilo be priedy
(p = 1,86x10°), didziausios 150 mg/ml koncentracijos slopinimo zonos buvo 6,92; 7,95; 11,81 bei 12,32,
vél gi statistiskai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedo (p = 3,37x108). Bendrai, dedant bet kokia
muilo koncentracijg ir lyginant su muilu be priedy, statistinis reikSmingumas buvo dar didesnis,
p = 1,74x10%. E. coli bakterijy léksteléje maziausios 50 mg/ml koncentracijos 0,1-5 % slopinimo zonos
buvo atitinkamai 6,45; 7,30; 9,21 bei 11,15, kas statistiSkai reikSmingai skyrési nuo muilo be priedy
(p = 3,88x10™), 100 mg/ml atitinkamai sieké 6,70; 7,60; 10,35 bei 11,49 mm, kas statistiskai reikSmingai
skyrési nuo muilo be priedy (p = 2,33x10°), didziausios 150 mg/ml koncentracijos slopinimo zonos buvo
6,90; 7,89; 11,50 bei 12,01, vél gi statistiskai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedo (p = 4,42x108).
Bendrai, skirtumas tarp bet kokios dedamos koncentracijos j muilg ir muilo be priedo, yra statistiskai
reik§mingas, p = 4,06x10%.

3.5.3 Muily kompozitai su Fe ir Zn legiruotu vitlokitu

Muily kompozity su 150 mg/ml koncentracijomis, kuriuose yra 0,1-5 % Fe ir Zn legiruoto vitlokito,
slopinimo zonos pavaizduotos 49 pav. Visy CagsFeo25Zno25(HPO4)(PO4)s legiruoty muily su
skirtingomis koncentracijomis bei abejomis bakterijy kultiiromis slopinimo zony rezultatai (mm) pateikti
5 lenteléje, o jy grafinis atvaizdavimas stulpelinémis diagramomis pateiktas 50 pav.

49 pav. Popieriniai diskai su 150 mg/ml koncentrcios muily kompozitais, kuriuose yra 0,1 % (1), 0,5
% (2), 1% (3) ir 5 % (4) CagsFeo25Zn0,25(HPO4)(PO4)s, S. saprophyticus agaro 1éksteléje.

5 lentelé. 0,1-5 % Cag sFeo,25Zn0,25(HPO4)(PO4)e 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy muily kompozity
su E. coli ir S. saprophyticus bakterijomis slopinimo zonos *(mm).
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0,1% 0,5% 1% 5%

0% CagsFeo25Zno25(HP | CagsFeo25Zno2s(HP | CagsFeo2sZno2s(HP | CagsFeo25Zno.25(HP
04)(POu4)s 04)(POu4)s 04)(PO4)s 04)(POu4)s
50 | 100 [ 150 | 50 100 | 150 50 100 | 150 50 100 | 150 50 100 | 150
Koncentr
acija mg/ | mg/ | mg/ | mg/m | mg/m | mg/ | mg/m |mg/m| mg/ | mg/m | mg/m| mg/ | mg/m | mg/m| mg/

ml | ml | ml | | ml | | ml | | ml | | ml

E.coli |6,11|6,17|6,22| 6,10 | 6,18 | 6,36 | 6,51 | 6,69 | 7,13 | 7,25 | 7,40 | 752 | 7,38 | 7,45 | 7,66

S.
saprophyt | 6,13 6,13 (6,26 | 6,10 | 6,24 | 6,47 | 6,60 | 6,81 | 7,00 | 7,36 | 7,49 | 756 | 7,47 | 7,56 | 7,87
icus

* - pateikiami visy eksperimenty 3 pakartojimy vidurkiai

Cag sFeq 252N 25(HPO,)(PO,)s muily viduting slopinimo zona

100 150
100 150 mg/ml
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m Esherichia coli  m Staphylococcus saprophyticus

50 pav. 0,1-5 % CagsFeo,25Zn0,25(HPO4)(PO4)s 50, 100 ir 150 mg/ml koncentracijy muily kompozity su
E. coli ir S. saprophyticus bakterijomis slopinimo zonos (mm).

Tyrimo rezultaty duomenys rodo, kaip ir beta-trikalcio fosfato bei hidroksiapatito atveju, jog
antibakteriniy muily efektyvumas priklauso tiek nuo Cag sFeo,25Zn025(HPO4)(PO4)s koncentracijos muilo
kompozite (0,1-5 %), tiek nuo muilo koncentracijos tiriamame tirpale (50-150 mg/ml), tick nuo bakterijy
rusies.
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Norint jvertinti CagsFeo25Zno25(HPO4)(PO4)s efektyvuma, skirtingi muily kompozitai buvo
lyginami su paprastu natrio muilu. Kaip matome 49, 50 pav. ir 5 lenteléje, visi 0,1-5 %
Cag sFeo,25Zn0,25(HPO4) (PO4)e muily kompozitai pasizymi tik vidutiniu slopinimu (vidurkiai < 10 mm).

Siuos rezultatus tarpusavyje palyginus Shapiro-Wilk statistiniu kriterijumi, nustatyta, kad
S. saprophyticus atveju 50 mg/ml koncentracijos slopinimo zony atstumai (mm) tarpusavyje skiriasi
statistiSkai reikSmingai, p reikSmé 0,04, 0 100 bei 150 mg/ml jau néra statistiSkai reikSmingo skirtumo,
p reik§més atitinkamai 0,1 ir 0,19. Visy koncentracijy skirtumas tarpusavyje yra statistiskai reikSmingas
(p = 0,00069). E. coli atveju vél gi 50 mg/ml koncentracijos slopinimo zony atstumai (mm) statistiskai
reikSmingai skiriasi, p vert¢ 0,027, o 100 ir 150 mg/ml Sie atstumai (mm) statistiSkai reikSmingai
nesiskiria, p lygus 0,15 bei 0,25. Galiausiai, visy koncentracijy skirtumas tarpusavyje yra statistiskai
reikSmingas, p verté yra 0,00089.

Norint jvertinti tarpgrupinj skirtumg tarp muilo be priedy ir CagsFeg 25ZNg,25(HPO4)(PO4)s muily
kompozity, buvo pasitelkta ANOVA analizé, kuri parodé, jog S. saprophyticus bakterijy Iéksteléje
maziausios 50 mg/ml koncentracijos 0,1-5 % slopinimo zonos buvo atitinkamai 6,10; 6,51; 7,25 bei 7,38,
kas statistiskai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedy (p = 0,00064), 100 mg/ml atitinkamai sieké 6,18;
6,69; 7,40 bei 7,45 mm, kas statistiSkai reik§Smingai skyrési nuo muilo be priedy (p = 0,0075), didZiausios
150 mg/ml koncentracijos slopinimo zonos buvo 6,36; 7,13; 7,52 bei 7,66, vél gi statistiskai reikSmingai
skyrési nuo muilo be priedo (p = 0,031). Bendrai, dedant bet kokia muilo koncentracija ir lyginant su
muilu be priedy, statistinis reikimingumas buvo dar didesnis, p = 2,09x108. E. coli bakterijy leksteléje
maziausios 50 mg/ml koncentracijos 0,1-5 % slopinimo zonos buvo atitinkamai 6,10; 6,60; 7,36 bei 7,47,
kas statistiskai reik§Smingai skyrési nuo muilo be priedy (p = 0,0016), 100 mg/ml atitinkamai sieké 6,24;
6,81; 7,49 bei 7,56 mm, kas statistiSkai reik§mingai skyrési nuo muilo be priedy (p = 0,014), didZiausios
150 mg/ml koncentracijos slopinimo zonos buvo 6,47; 7,00; 7,56 bei 7,87, vél gi statistiskai reikSmingai
skyrési nuo muilo be priedo (p = 0,05). Bendrai, dedant bet kokig muilo koncentracijg ir lyginant su
muilu be priedy, statistinis reik§mingumas buvo dar didesnis, p = 1,39x10°.

3.5.4 Antibakterinio aktyvumo rezultaty apibendrinimas

Pagal gautus rezultatus galima daryti iSvadg, jog Fe ir Zn pakeisty beta-trikalcio fosfato,
hidroksiapatito bei vitlokito atvejais, antibakteriniy muily efektyvumas priklauso tiek nuo dedamos Ca-
P koncentracijos muilo kompozite (0,1-5 %), tiek nuo muilo koncentracijos tiriamame tirpale (50-
150 mg/ml), tiek nuo bakterijy rasies. Kiekvienos koncentracijos (0,1; 0,5; 1 ir 5 %) Ca-P muily
kompozity slopinimo zony atstumai (mm) proporcingai didéja, yra tiesinis sarysis (12 = 0,96), visy
vidurkiai atitinkamai lygas 6,55; 7,35; 9,02 ir 9,89 mm. Vadinasi, kuo didesné metaly koncentracija
muile, tuo stipresnis bakterijy augimo slopinimas. Didinant muilo koncentracijg tirpale (50-150 mg/ml)
taip pat visy muily kompozity slopinimo zony atstumai proporcingai didé¢ja, tiesinis sarysis labai stirpus,
r? reikmé lygi 0,99, o vidurkiy dydziai atitinkamai 7,84; 8,21 ir 8,56 mm. Galima daryti i§vada, jog kuo
didesné dedamo muilo koncentracija, tuo stipresnis antibakterinis aktyvumas. Pagal antibakteriniy testy
rezultaty duomenis, S. saprophyticus bakterijy kultiira yra maziau atspari Ca-P junginiams negu E. coli
(bendri vidurkiai yra 8,29 bei 8,11 mm). Pagal literatiiros duomenis [112], viena i§ skirtingo jautrumo
priezas¢iy — Gram-teigiamy ir Gram-neigiamy bakterijy membrany skirtumai, Gram-teigiamos
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bakterijos turi stipresnj antibakterinj efekta, be to, skirtinga tolerancija metaly jonams priklauso ir nuo
individualiy kiekvieno mikroorganizmo apsaugos mechanizmy.

Atsizvelgiant | gautus tyrimo rezultatus, visi Fe ir Zn legiruoti Ca-P muilai pasizymi antibakteriniu
aktyvumu pries abejas bakterijy kulttiras, taciau Cag sFeo 25ZN0,25(PO4)s(OH)2 turi stipriausia efekta, todel
§j junginj naudoti antibakteriniuose muiluose yra efektyviausia. Caz gsFeo,0075ZN0.0075(PO4)2 turi ne tokj
stipry poveikj mikroorganizmams, o maziausig antibakterinj efekta turi CagsFeo,25ZNn0,25(HPO4)(PO4)s,
ta¢iau norint detaliau iSanalizuoti tokius muilus, reikty didinti CagsFeo,25ZNn0,25(HPO4)(PO4)s junginio
koncentracijag muile. Tyrimy duomenys atskleidzia, jog visi susintetinti muily kompozitai pasizymi
antimikrobiniu poveikiu ir yra tinkami ranky higienai, savo sudétyje neturi antibiotiky ir kity bakterijoms
atspariy ingredienty, todél nesivysto atsparumas mikroorganizmams.
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ISVADOS

1. XRD analizés rezultatai leido teigti, kad buvo gauti vienfaziai Fe ir Zn pakeisti Ca-P junginiai:
bendrojo nusodinimo metodu B-Caz(POa)2, zoliy-geliy metodu Caig(PO4)s(OH)z2, tirpinimo-nusodinimo
metodu Caio(HPO4)(POs)s. Mazesniy koncentracijy (0,1-0,5 %) Ca-P antibakteriniy muily
difraktogramose stebimi mazi fosfaty pédsakai arba jy i$vis néra, o didesniy koncentracijy (1-5 %) — jau
yra intensyvesnés atspindzio smailés, priskirtinos Ca-P junginiams.

2. FT-IR bei Ramano spektroskopijos tyrimy metu visuose vienfaziy Ca-P junginiy spektruose
identifikuotos charakteristinés PO4> funkcinés grupés. Taip pat nustatyta, jog be muilo sudedamyjy daliy
funkciniy grupiy beveik visuose muily kompozituose randamos ir fosfaty funkcinés grupés, kas patvirtina
Siy priedy buvimg susintetintuose muiluose.

3. Remiantis XRD ir FT-IR duomenimis nustatyta, jog po muilinimo reakcijos kietojo muilo
misinio sudétyje yra (CH3(CH2);CH=CH(CH2);COONa), (Na2CO3-H20), (Na2COs-7H.0) ir
(NaHCO3-Na,C03-2H20) junginiai.

4, SEM analizé atskleidé, jog 0,1-5 % Cay,85F€0,0075ZN0.0075(PO4)2 bei
CagsFeo,25Zn0,25(PO4)s(OH)2 kompozity pavirSiaus morfologijos skiriasi nuo paprasto kietojo muilo,
taciau jy pavirSiaus morfologija beveik nepriklauso nuo jvedamo TCP ir CHA kiekio, tuo tarpu 0,1-5 %
CagsFeo,25Zn0,25(HPO4)(PO4)s kompozity pavirsiaus morfologija nezymiai priklauso nuo jvedamo WT
kiekio. 0,5% ir 1% CagsFeo25Zn0,25(HPO4)(PO4)s susintetintuose junginiuose randama vitlokitui
charakteringos sferinés dalelés, kuriy dydis 0,5-2 pm.

5. Disky difuzijos metodu nustatyta, jog visi Fe ir Zn legiruoti Ca-P muilai pasizymi
antibakteriniu aktyvumu prie$ S. saprophyticus ir E. coli bakterijy kultiiras. Antibakteriniy muily
efektyvumas priklauso tiek nuo dedamos Ca-P koncentracijos muilo kompozite, maZziausias efektyvumas
nustatytas 0,1 % muilo esant 6,55 mm slopinimo zonai, didziausias 5 % Ca-P muilo kompozity, kuriy
slopinimo zonos atstumas sieké 9,89 mm; tick nuo muilo koncentracijos tiriamame tirpale, maziausiai
jautrus mikroorganizmams 50 mg/ml muilas (slopinimo zona 7,84 mm), daugiausiai jautrus 150 mg/ml
koncentracijos Ca-P muilas (slopinimo zona 8,56 mm); tiek nuo bakterijy rasies, S. saprophyticus
bakterijy kultiira yra maziau atspari Ca-P junginiams negu E. coli (slopinimo zonos atitinkamai 8,29 bei
8,11 mm). CagsFeo25Zno,25(PO4)s(OH)2 junginys yra efektyviausias antibakterinio muilo ingredientas.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

RUTA STANKEVICIUTE
Antibakterinio muilo sintezé ir apibudinimas

Ranky higienos strategija turi didele reikSme kontroliuojant infekcijy plitima. FDA (Food and Drug
Administration) yra paskelbusi, jog antiseptiniai ranky plovimo produktai geba mazinti bakterines
infekcijas lyginant su ne antibakteriniais. Tokie muilai nuo Zmogaus odos gali paSalinti nuo 65 iki 85 %
bakterijy. Pasaulio rinkoje antibakteriniy muily jvairové yra labai plati ir vis auga, jy sudétyje randama
didelis kiekis skirtingy aktyviyjy ingredienty, kurie taip pat gali turéti ir Salutiniy poveikiy. Todél labali
svarbu yra gerinti antibakteriniy muily efektyvuma, kurti saugesnius antiseptinius aktyviuosius
ingredientus, mazinti mikroorganizmy atsparuma Sioms medziagoms. Spresti §Sioms problemoms kaip
potencialtis sudedamieji komponentai gali buiti metaly jonai, kurie pasizymi antibakterinio aktyvumo
savybémis, kas leidzia juos efektyviai naudoti antibakterinio muilo sintezei. Kaip aktyvieji tokio muilo
komponentai tyrimui buvo pasirinkti skirtingais sintezés metodais Fe ir Zn legiruoty B-Caz(POa4)2 (TCP),
Ca10(PO4)s(OH)2 (CHA) ir Caio(HPO4)(POas)s (WT) junginiai, kurie dél metaly jony integracijos j
kristalinés formos kalcio fosfatus (Ca-P) kei€ia ir junginiy tirpuma, stabilumg bei kristaliSkuma, tokie
Ca-P jau geba pasizyméti antimikrobinémis ir baktericidinémis savybémis.

Tyrimo metu buvo susintetinti Fe ir Zn legiruoti Ca-P: bendrojo nusodinimo metodu TCP, zoliy-
geliy metodu CHA bei tirpinimo-nusodinimo metodu WT junginiai, kurie skirtingomis koncentracijomis
(0,1-5 %) buvo dedami | muila.

XRD, FT-IR bei Raman spekstroskopijos analiziy rezultatai leido teigti, kad buvo gauti vienfaziai
Fe ir Zn pakeisti Ca-P junginiai, po muilinimo reakcijos kietojo muilo misinio sudétyje identifikuoti
(CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COONa), (Na.COs3-H20), (Na:COs-7H20) ir (NaHCO3-Na,COs-2H-0)
junginiai. Mazesniy koncentracijy (0,1-0,5 %) Ca-P antibakteriniy muily difraktogramose stebimi mazi
fosfaty pédsakai arba jy i$vis néra, o didesniy koncentracijy (1-5 %) jau yra intensyvesnés atspindZio
smailés, priskirtinos Ca-P junginiams.

SEM analize¢ atskleidée, jog 0,1%-5 % Fe ir Zn legiruoty TCP bei CHA kompozity pavirSiaus
morfologijos skiriasi nuo paprasto kietojo muilo, taciau jy pavirSiaus morfologija beveik nepriklauso nuo
jvedamo TCP ir CHA kiekio, tuo tarpu 0,1 %-5 % Fe ir Zn legiruoty WT kompozity pavirSiaus
morfologija nezymiai priklauso nuo jvedamo WT kiekio.

Remiantis disky difuzijos metodo rezultatais, visi Fe ir Zn legiruoti Ca-P muilai pasizymi
antibakteriniu aktyvumu. Antibakteriniy muily efektyvumas priklauso tieck nuo dedamos Ca-P
koncentracijos, maziausiai efektyvus 0,1 % muilas, slopinimo zona 6,55 mm, daugiausiai 5 % Ca-P muilo
kompozitas, slopinimo zona 9,89 mm; tieck nuo muilo koncentracijos tirpale, maziausiai jautrus
mikroorganizmams 50 mg/ml muilas, slopinimo zona 7,84 mm, daugiausiai jautrus 150 mg/ml
koncentracijos Ca-P muilas, slopinimo zona 8,56 mm; tiek nuo bakterijy rasies, S. saprophyticus
bakterijy kultira yra maziau atspari Ca-P junginiams negu E. coli (slopinimo zonos 8,29 bei 8,11 mm).
Fe ir Zn legiruotas CHA junginys yra efektyviausias antibakterinio muilo ingredientas.
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Synthesis and Characterization of Antibacterial Soap

The hand hygiene strategy is essential for controlling the spread of infections. FDA (Food and Drug
Administration) has declared that antiseptic handwashing products are capable of reducing bacterial
infections compared to non-antibacterial. Such soaps can remove from 65 to 85 % of bacteria from the
skin of a person. On the world market, the variety of antibacterial soaps is very wide and growing, they
contain a large amount of different active ingredients, which can also have side effects. Therefore, it is
very important to improve the effectiveness of antibacterial soaps, create safer antiseptic active
ingredients and reduce the resistance of microorganisms to these substances. For solving these issues
metal ions can be used as potential components, which antibacterial activity properties allows them to be
used effectively for the synthesis of antibacterial soap. The compounds of Fe and Zn alloyed -Caz(POa4):
(TCP), Ca10(PO4)s(OH)2 (CHA) and Ca10(HPO4)(PO4)s (WT) were selected as the active components of
such soap for the study, which, due to the integration of metal ions into the crystalline form of calcium
phosphates (Ca-P), also alter the solubility and crystallinity of compounds, such Ca-P are already capable
of having antimicrobial and bactericidal properties.

The study synthesized Fe and Zn alloyed Ca-P: total precipitation TCP, sol-gel method CHA and
dissolution-precipitation method WT compounds with different concentrations (0,1-5 %) was added to
soap.

The results of XRD, FT-IR and Raman spectroscopy analyses suggested that single-phase Fe and
Zn alloyed Ca-P compounds were obtained, after saponification reaction in a solid soap mixture was
(CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COONa), (Na,C03-H20), (Na,CO3-7H.0) and (NaHCO3-Na,COs3-2H-0)
compounds. Lower concentrations (0,1-0,5 %) Ca-P antibacterial soap diffractograms show little or no
traces of phosphates and higher concentrations (1-5 %) there are already more intense reflection peaks
attributable to Ca-P compounds.

The SEM analysis revealed that the surface morphology of 0,1-5 % Fe and Zn alloyed TCP and
CHA composites is different from ordinary solid soap, but their surface morphology is largely
independent of the amount of TCP and CHA introduced, while the morphology of 0,1-5 % Fe and Zn
alloyed WT composite surface depends little on the amount of WT introduced.

According to the results the disc diffusion method, all Ca-P soaps alleged with Fe and Zn are
characterized by antibacterial activity. The effectiveness of antibacterial soaps depends on concentration
of Ca-P added, on the least effective soap of 0,1 % with 6,55 mm inhibition zone, the most effective of
5 % Ca-P soap composites, inhibition zone 9,89 mm; on soap concentration in solution, least susceptible
to microorganisms 50 mg/ml soap, inhibition zone 7,84 mm, mainly sensitive Ca-P soap with a
concentration of 150 mg/ml, inhibition zone 8,56 mm, finally on the type of bacteria, the S. saprophyticus
bacteria is less resistant to Ca-P compounds than E. coli (inhibition zones 8,29 and 8,11 mm). Fe and Zn
alloyed CHA compound is the most effective antibacterial soap ingredient.
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