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Dobijanje zavoja sa biološkom aktivnošću predstavlja jedan od najinteresantnijih trendova u razvoju novih medicinskih materijala. U radu se ispituje uticaj koncentracije rastvora ceftriaksona na sorpciju prilikom dobijanja biološki aktivnog vlakna. Sorpcija lijeka vršena je na uzorcima oksidovane celuloze (OC) sa različitim sadržajem karboksilnih grupa iz vodenog rastvora ceftriaksona koncentracija c=1,7∙10-3 i 3,4∙10-3 i mol/L  na sobnoj temperaturi (22 ± 1°C) dok je desorpcija vršena u fiziološkom rastvoru. Količine vezanog i otpuštenog lijeka određivane su spektrofotometrijski u UV području. Utvrđeno je da sadržaj karboksilnih grupa na OC, pH vrijednost kao i koncentracija rastvora utiču na količinu vezanog lijeka. Rezultati provedenog eksperimenta pokazuju da je maksimalna količina vezanog lijeka (54,91 mg/g) dobijena prilikom sorpcije iz rastvora c=3,4∙10-3 mol/L dok je maksimalna količina otpuštenog lijeka (3,99 mg/g) dobijena za isti uzorak.
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UVOD

Biološki aktivni materijali, predstavljaju različite tipove materijala kompatibilnih sa ljudskim tkivima i/ili biološkim fenomenima. 
Posebnu oblast biološki aktivnih materijala predstavljaju materijali dobijeni vezivanjem ljekovitih preparata na polimerni matriks [1,2]. Vezivanjem lijeka različitim hemijskim vezama  na polimerni nosač mogu se dobiti biomedicinski materijali za lokalnu primjenu koji se odlikuju sigurnim i kontinualnim otpuštanjem lijeka i dužim periodom korisnog djelovanja [3,4]. Upotreba biomedicinskih materijala sa kontrolisanim otpuštanjem ljekovitih preparata bilježi intenzivan rast u posljednje vrijeme. To se posebno odnosi na biološki aktivna vlakna na bazi celuloze kao netoksičnog i ekološki prihvatljivog polimera [5, 6].
Selektivnom oksidacijom celuloznog zavoja sa ciljem uvođenja karboksilnih grupa pogodnih za fizičko i hemijsko vezivanje ljekovitih preparata [7] dobijena je oksidovana celuloza (OC) koja je poslužila kao polimerni nosač. 
Na oksidovanu celulozu sorbovan je ceftriakson (slika 1), cefalosporinski antibiotik treće generacije, djeluje baktericidno na veliki broj gramnegativnih bakterija dok ima smanjeno djelovanje na grampozitivne bakterije [8]. 
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Slika 1. Hemijska struktura ceftriaksona

Cilj ovog rada bio je ispitati uticaj koncentracije rastvora ceftriaksona  iz koga se vrši sorpcija na količinu antiobiotika koja se veže na oksidovano celulozno vlakno.


MATERIJAL I METODE RADA

Za dobijanje oksidovane celuloze korišten je kaliko zavoj sa utkanim rubom (Saniteks Velika Kladuša, 100% pamuk, 20 niti/cm2). Proces oksidacije vršen je smjesom HNO3/H3PO4 2:1 (zapreminskih) i 1,43 % NaNO2 (masenih) na sobnoj temperaturi (25 ± 1 °C) tokom 12, 24 i 48 sati uz stalno miješanje [9]. Sadržaj karboksilnih grupa oksidovanog celuloznog zavoja određen je kalcijum-acetatnom metodom [10].
Za inkorporiranje na OC korišten je antibiotik ceftriakson u obliku ceftriakson-dinatrijuma, triseskvihidrata (Galenika, M=661,59 gmol-1). Vezivanje antibiotika vršeno je u statičkim uslovima potapanjem 1 g oksidovanog zavoja u  200 ml vodenog rastvora lijeka koncentracija c=1,7∙10-3 i 3,4∙10-3 mol/L na sobnoj temperaturi (22±1 °C) tokom 24 h. Spektrofotometrijsko mjerenje količine lijeka u rastvoru vršeno je nakon 5, 15, 30 i 60 min. i 24 h. 
Desorpcija vezanog ceftriaksona sa oksidovane celuloze vršena je u fiziološkom  rastvoru (0,95% NaCl) u statičkim uslovima, na sobnoj temperaturi (22 ± 1 °C), modul kupatila 1:100 u trajanju od 24 sata.
Količine vezanog i otpuštenog antibiotika sa oksidovanog celuloznog vlakna određene su spektrofotometrijski na UV-VIS spektrofotometru Perkin Elmer model Lambda 25, kod λmax 258 nm.


REZULTATI I DISKUSIJA

Modifikovano celulozno vlakno dobijeno je selektivnom oksidacijom celuloznog zavoja smjesom HNO3/H3PO4/NaNO2, tokom 12-48 sati. Uticaj trajanja procesa oksidacije na sadržaj karboksilnih grupa prikazan je u tabeli 1.
Selektivnom oksidacijaom celuloznog vlakna u formi zavoja dobijene su karboksilne grupe koje u  kombinaciji sa hidroksilnim grupama celuloze predstavljaju dobru osnovu za vezivanje antibiotika ceftriaksona u obliku ceftriakson-dinatrijuma, triseskvihidrata.

Tabela 1: Uticaj trajanja reakcije oksidacije na sadržaj karboksilnih grupa oksidovanog celuloznog vlakna u formi zavoja
	
	Reakcioni sistem HNO3/H3PO4/NaNO2 (2:1:1.4,v/v/%w)

	Tempеratura:  25 ± 1 °C

	Vrijeme oksidacije (h)
	Sadržaj COOH, %

	12
	2,71

	24
	6,28

	48
	9,83




Rezultati sorpcije ceftriaksona na OC su prikazani u tabeli 2. Iz tabele 2 vidimo da je najveću količinu ceftriaksona (54,91 mg/g) vezao uzorak OC sa najvećim sadržajem (9,83%) karboksilnih grupa iz rstvora koncentracije c=3,4∙10-3 nakon 24 sata.
Tabela 2. Količina vezanog ceftriaksona na OC (mg/g) iz rastvora concentracija c=1,7∙10-3 i 3,4∙10-3 mol/L, modul kupatila 1:200, temperatura 22±1°C

	Vrijeme sorpcije ceftriaksona (min)
	Masa vezanog cefaleksina u mg iz rastvora c=1,7∙10-3
	Masa vezanog cefaleksina u mg iz rastvora c=3,4∙10-3

	
	2,71% COOH
	6,28% COOH
	9,83% COOH
	2,71% COOH
	6,28% COOH
	9,83% COOH

	5
	3,67
	11,03
	10,15
	12,02
	21,14
	25,55

	15
	3,61
	6,14
	5,17
	25,73
	23,15
	23,53

	30
	1,41
	2,20
	3,41
	10,61
	14,64
	14,01

	60
	6,97
	13,76
	12,22
	17,88
	19,26
	23,20

	24h
	11,10
	21,39
	22,39
	32,45
	40,58
	54,91



Količina vezanog ceftriaksona povećava sa povećanjem sadržaja karboksilnih grupa u uzorku OC, sa povećanjem koncentracije rastvora iz kojeg se vrši sorpcija kao i sa produženjem vremena trajanja sorpcije. 
Iz tabele 2 se vidi značajno vezivanje lijeka u prvih 15 minuta procesa sorpcije, nakon kojeg se bilježi opadanje količine sorbovanog lijeka. Prilikom potapanja OC u vodeni rastvor antibiotika u prvih 15 minuta dolazi do kvašenja vlakana i kao rezultat upijanja bilježi se početno smanjenje koncentracije lijeka u rastvoru. Ovako labavo vezane molekule ceftriaksona se djelimično otpuštaju, što se nakon 30 minuta registruju kao smanjenje količine vezanog antibiotika na OC. Nakon tog vremena se uspostavljaju  vodonične i jonske veze između molekula lijeka i OC i količina vezanog antibiotika postepeno povećava tokom 24 h.
Ceftriakson u svojoj strukturi sadrži tiazolni prsten sa amino grupom, i triazinski prsten čiji enolni tautomer ima OH grupu. Ceftriakson takođe sadrži karboksilnu grupu u obliku Na-soli kao i veći broj akceptora i donora elektrona. Kao rezultat prisustva pomenutih funkcionalnih grupa i struktura, ceftriakson može da gradi višestruke međumolekulske i hemijske veze sa oksidovanom celulozom. Lijek ima sposobnost građenja velikog broja vodoničnih veza između atoma azota u tiazolskom i triazinskom prstenu i OH grupa oksidovane celuloze. Nespareni elektroni na atomima azota u heterocikličnim prstenovima ceftriaksona su lokalizovani i smješteni u sp2 hibridnim orbitalama zbog čega mogu stvarati vodonične veze sa vodonikovim atomima OH grupa oksidovane celuloze. 
Karboksilna grupa antibiotika može da stupi u interakciju sa karboksilnim grupama oksidovane celuloze stvaranjem vodoničnih veza, pri čemu nastaju dimer.
Mjerenje pH vrijednosti tokom procesa sorpcije (tabela 3) pokazalo je da tokom vezivanja ceftriaksona na OC dolazi do opadanja pH vrijednosti rastvora antibiotika kao i da su postignute pH vrijednosti na kraju procesa sorpcije više u rastvoru koncentracije 1,7∙10-3 mol/L nego u rastvoru koncentracije 3,4∙10-3 mol/L. 
Uticaj pH vrijednosti rastvora na količinu vezanog ceftriaksona na OC je višestruk. Snižavanjem pH vrijednosti ispod 4, sa jedne strane, smanjuje se stepen disocijacije karboksilnih grupa OC, pKa ≈ 4 [11],  koje učestvuju u vezivanju antibiotika. Sa druge strane, pošto se jonske veze ceftriaksona primarno ostvaruju preko amino grupe tiazolskog prstena, pKa=3,2 [12], imamo uticaj pH na jonizaciju ovih amino grupa. Manja količina vezanog lijeka iz rastvora koncentracije 1,7∙10-3  mol/L je očekivana jer su pH vrijednosti sorpcije znatno više od pKa vrijednosti amino grupe. U rastvoru antibiotika koncentracije 3,4∙10-3  mol/L pH vrijednosti sorpcije su relativno blizu pKa vrijednosti  amino grupe tiazolnog prstena, što rezultira njihovom boljom jonizacijom u katjonsku formu pogodnu za uspostavljanje jonske veze. 
Tabela 3. Promjena pH tokom sorpcije ceftriaksona iz rastvoru koncentracije c=1,7∙10-3 i 3,4∙10-3 mol/L, temperatura 22±1°C

	Vrijeme nakon koga je mjeren pH
	Promjena pH prilikom sorpcije  iz rastvora c=1,7∙10-3
	Promjena pH prilikom sorpcije  iz rastvora c=3,4∙10-3

	
	2,71% COOH
	6,28% COOH
	9,83% COOH
	2,71% COOH
	6,28% COOH
	9,83% COOH

	5
	4,79
	4,76
	4,23
	4,11
	4,08
	4,03

	15
	4,54
	4,45
	4,00
	3,95
	3,90
	3,80

	30
	4,47
	4,34
	3,89
	3,82
	3,73
	3,67

	60
	4,40
	4,33
	3,84
	3,72
	3,64
	3,57

	24h
	4,39
	4,26
	3,85
	3,43
	3,36
	3,23


	
Pored toga, pH vrijednost utiče i na formiranje dimera koje grade karboksilne grupe antibiotika, pKa=3 [12],  i karboksilne grupe OC. Izmjerene pH vrijednosti (tabela 3) pokazuju da su karboksilne grupe lijeka prilikom sorpcije iz rastvora koncentracije 3,4∙10-3  mol/L slabije jonizovane (60-80 %) nego kod sorpcije iz rastvora duplo manje koncentracije (85-99%). 
Takođe, oblik enolnih OH grupa, pKa=4,1 [12], na triazinskom prstenu zavisi od pH vrijednosti rastvora. U rastvoru koncentracije 1,7∙10-3  mol/L enolne OH grupe jonizovane su u većoj mjeri i mogu da grade vodonične veze sa OH i COOH grupama OC. Pored enolnih OH grupa antibiotika, vodonične veze sa OC mogu se ostvariti i preko atoma azota u triazolskom prstenu. 
Uzevši u obzir sve pomenute faktore, može se pretpostaviti da se antibiotik iz rastvora manje koncentracije vezao slabije nego što je očekivano zbog male jonizacije NH2 grupa. Izmjerene pH vrijednosti nisu omogućile prevođenje amino grupa u katjonsku formu pogodnu za jonsko vezivanje, ali su pogodovale boljoj jonizaciji karboksilnih grupa antibiotika i OC i stvaranju većeg broja vodoničnih veza. 
Kao što je bilo i očekivano, količina vezanog lijeka raste sa porastom koncentracije iz koje se vrši sorpcija, taj rast je proporcionalan porastu koncentracije, čak i veći za uzorak sa najvišim sadržajem karboksilnih grupa. Ovo se dešava zato što na količinu vezanog lijeka, pored koncentracije rastvora antiobiotika utiču i drugi faktori kao što su promjena pH rastvora  tokom procesa sorpcije (koja je najniža za uzorak sa najvišim sadržajem COOH grupa i pogoduje vezivanju jnonskim vezama) i pristupačnost reaktivnih mjesta na OC.

Iz podataka za desorpciju ceftriaksona prikazanih u tabeli 4 može se vidjeti da se nakon 24 h u fiziološkom rastvoru sa oksidovane celuloze otpušta relativno mala količina vezanog lijeka (5-8 %). Kod uzoraka sa većim sadržajem karboksilnih grupa uočava se porast količine otpuštenog antibiotika. Ovakav trend porasta količine otpuštenog ceftriaksona prisutan je sa porastom koncentracije rastvora iz koga je vršena sorpcija. 
Prema podacima iz tabele 4, najveća količina lijeka otpušta se u prva 4 sata procesa desorpcije sa svih uzoraka OC bez obzira na sadržaj karboksilnih grupa, a produžavanjem procesa desorpcije, u narednih 20 sati otpušta se sasvim mala količina lijeka. Mali stepen desorpcije ceftriaksona vezanog na OC posljedica je vezivanja antibiotika jakim sonim vezama i nešto slabijim vodoničnim. Iz tabele se vidi da koncentracija rastvora antibiotika ne utiče bitno na količinu otpuštenog lijeka jer je za rastvor duplo veće koncentracije zabilježena porast desorpcije sa za samo 1,02% .


Tabela 4. Količina otpuštenog ceftriaksona sa OC (mg/g) iz rastvora koncentracija c=1,7∙10-3 i 3,4∙10-3 mol/L, modul kupatila 1:200, temperatura 22±1°C

	Vrijeme desorpcije 
(h)
	Masa desorbovanog cefaleksina u mg iz rastvora c=1,7∙10-3
	Masa desorbovanog cefaleksina u mg iz rastvora c=3,4∙10-3

	
	2,71% COOH
	6,28% COOH
	9,83% COOH
	2,71% COOH
	6,28% COOH
	9,83% COOH

	1
	0,77
	1,12
	1,94
	1,44
	1,28
	1,95

	2
	0,88
	1,22
	2,16
	1,56
	1,39
	2,15

	3
	0,93
	1,32
	2,42
	1,77
	1,65
	2,39

	4
	1,06
	1,47
	2,77
	1,97
	1,86
	2,72

	24
	1,23
	1,83
	3,12
	2,26
	2,20
	3,19




Obzirom da je u slučaju oksidovanog celuloznog vlakna u formi zavoja vezivanje antibiotika vršeno preko slabih jonoizmjenjivačkih grupa i u vodenom rastvoru koji nije puferovan, dobijene su zadovoljavajuće količine sorbovanog ceftriaksona i brzina otpuštanja koja odgovara potencijalnoj namjeni modifikovanog pamučnog zavoja sa vezanim antibiotikom [13].


ZAKLJUČCI

· Prema dobijenim podacima za sorpciju ceftriaksona na modifiikovano celulozno vlakno, za obije koncentracije i sve stepene supstitucije, sorpcija značajno raste sa porastom koncentracije lijeka.
· Poredeći dobijene rezultate za proces desorpcije antibiotika sa modifikovanog zavoja, proizilazi da su svi uzorci desorbovali najviše ceftriaksona u vremenu do 4 časa.
· Povećanje stepena oksidacije celuloznog vlakna, odnosno povećanje sadržaja karboksilnih grupa ne utiče značajno na proces desorpcije ljekovitog preparata, ali u određenoj mjeri dolazi do veće degradacije celuloznih vlakana.
· Sa povećanjem koncentracije lijeka dolazi do neznatnog povećanja stepena desorpcije lijeka za sve uzorke, pa je najbolji rezultat sa ekonomskog i fiziološkog stanovišta pokazao uzorak srednjeg stepena supstitucije, dobijen sorpcijom iz majnje koncentracije lijeka.
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THE INFLUENCE OF CEFTRIAXONE SOLUTION CONCENTRATION ON THE SORPTION ON TO OXIDIZED CELLULOSE FIBER
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Obtaining bandage with biological activity is one of the most interesting trends in the development of new medical materials. This paper investigates the influence of ceftriaxone solution concentration on the sorption during the process of obtaining biologically active fibers. The sorption of the drug was performed on the samples of oxidized cellulose (OC) with different content of carboxylic groups in an aqueous solution of ceftriaxone in concentration of c=1,7∙10-3 and 3,4∙10-3  mol / L at room temperature (22 ± 2° C) while the desorption was carried out in physiological solution. The amounts of bound and released drug were determined by spectrophotometry in UV spectrum. It was found that the content of carboxyl groups on OC, ceftriaxone solution concentration from which the sorption is carried out and the pH value influence the amount of bound drug. The results of the conducted experiment indicate that the maximum amount of bound drug (54,91 mg/g) obtained during the sorption from the solution is c=5,1∙10-3 mol/L and the maximum amount of drug released for the same sample is 3,19 mg/g.
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