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Izvod

Bioloski aktivna vlakna kao nosaci ljekovitih preparata imaju poboljSane karakteristike u
odnosu na konvencionalne medicinske terapije. Njihove osobine zavise od vrste nosaca i
od strukture samog lijeka. U ovom radu selektivnom oksidacijom celuloznog zavoja dobi-
jena je oksidovana celuloza (OC) sa razli¢itim sadrzajem karboksilnih grupa koja je iskoris-
tena za hemijsko vezivanje antibiotika ceftazidima. Vezivanje lijeka vrseno je iz vodenog
rastvora antibiotika koncentracije c= 3,4><10_3 mol/L na sobnoj temperaturi (22+1 °C), a
desorpcija lijeka u fizioloskom rastvoru. Koli¢ine vezanog i otpustenog lijeka odredene su
spektrofotometrijski u UV podrucju. Maksimalna koli¢ina vezanog lijeka (0,0243 mmol/g)
dobijena je sorpcijom na modifikovani zavoj sa 2,276 mmol/g COOH, a maksimalna koli¢ina
desorbovanog ceftazidima iznosila je 0,0238 mmol/g. Antimikrobno djelovanje uzoraka
zavoja sa vezanim ceftazidimom testirano je in vitro na kulture Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis i Escherichia coli metodom difuzije na agarnoj ploci. Najveéa zona inhibicije
dobijena je u odnosu na Escherichia coli. U radu se proucava uticaj hemijske strukture
ceftazidima, pH vrijednosti rastvora iz koga se vrsi sorpcija kao i trajanja sorpcije na koli-
¢inu vezanog lijeka. Ustanovljeno je da se vezivanje lijeka ostvaruje jonskim i vodoni¢nim
vezama lijeka sa oksidovanim celuloznim zavojem. Takode, nadeno je da se koli¢ina cefta-
zidima koji se veZe na vlakno iz vodenog rastvora antibiotika moze povecati puferovanjem
vodenog rastvora lijeka.

Kljucne reci: oksidovana celuloza, ceftazidim, bioloski aktivna vlakna.

Dostupno na Internetu sa adrese asopisa: http://www.ache.org.rs/HI/

Materijali koji pokazuju odredenu biolosku aktiv-
nost i kompatibilnost sa ljudskim tkivom ili fizioloskim
procesima u organizmu nazivaju se bioloski aktivni mat-
erijali. Posebnu oblast bioloski aktivnih materijala pred-
stavljaju materijali dobijeni vezivanjem ljekovitih prepa-
rata na polimerni matriks [1,2]. Vezivanjem lijeka razli-
¢itim hemijskim vezama na polimerni nosa¢ mogu se
dobiti biomedicinski materijali za lokalnu primjenu koji
se odlikuju sigurnim i kontinualnim otpustanjem lijeka i
duZim periodom korisnog djelovanja [3,4]. Upotreba
biomedicinskih materijala sa kontrolisanim otpusta-
njem ljekovitih preparata biljezi intenzivan rast u pos-
ljednje vrijeme. To se posebno odnosi na bioloski aktiv-
na vlakna na bazi celuloze kao netoksi¢nog i ekoloski
prihvatljivog polimera [5,6].

Selektivnom oksidacijom celuloznog zavoja sa ciljem
uvodenja karboksilnih grupa pogodnih za fizicko i he-
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kim spektrom djelovanja na gram-pozitivne i gram-
negativne bakterije [8].
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Slika 1. Strukturna formula ceftazidima.
Figure 1. Structural formula of ceftazidime.

Desorpcija vezanog antibiotika je vrSena u statickim
uslovima potapanjem uzoraka u fizioloski rastvor.

mijsko vezivanje ljekovitih preparata [7] dobijena je
oksidovana celuloza (OC) koja je posluzila kao polimerni
nosac. Za vezivanje na OC koriSten je ceftazidim (slika
1), cefalosporinski antibiotik trece generacije, sa Siro-
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Cilj ovog rada je bio dobijanje bioloski aktivhog
celuloznog materijala vezivanjem ceftazidima na oksi-
dovani celulozni zavoj. U radu je ispitan uticaj strukture
antibiotika i funkcionalnih grupa oksidovane celuloze
na koli¢inu vezanog i otpustenog lijeka i tip formiranih
hemijskih veza. Takode, ispitano je antimikrobno djelo-
vanje dobijenog bioloski aktivnhog materijala in vitro u
odnosu na kulture Staphylococcus aureus (S. aureus),
Bacillus subtilis (B. subtilis) i Escherichia coli (E.coli).
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EKSPERIMENTALNI DIO

Za dobijanje oksidovane celuloze koristen je kaliko
zavoj sa utkanim rubom (Saniteks Velika Kladusa, 100%
pamuk, 20 niti/cm?). Proces oksidacije vrien je smje-
som HNOs3/H;PO, 2:1 (zapreminskih) i 1,43% NaNO,
(masenih) na sobnoj temperaturi (25+1 °C) tokom 12,
24 i 48 h uz stalno mijeSanje [9]. Sadriaj karboksilnih
grupa oksidovanog celuloznog zavoja odreden je kalci-
jum-acetatnom metodom [10], a sadrzaj karbonilnih
grupa hidroksilaminskom metodom [11].

Za inkorporiranje na OC koriSten je antibiotik cefta-
zidim u obliku praska za injekcije (Actavis, M = 636,65 g
mol ™). Vezivanje antibiotika vrseno je u statickim uslo-
vima potapanjem 1 g oksidovanog zavoja u 200 ml vo-
denog rastvora lijeka koncentracije ¢ = 3,4x10"° mol/L
na sobnoj temperaturi (22+1 °C) tokom 48 h. Spektro-
fotometrijsko mjerenje koli¢ine lijeka u rastvoru vrSeno
je nakon 5, 15,30i 60 mini24i48 h.

Desorpcija vezanog ceftazidima sa oksidovane celu-
loze vrsena je u fizioloSkom rastvoru (0,95% NaCl) u
statickim uslovima. Uzorci sa vezanim ceftazidimom
potapani su u fizioloski rastvor (modul kupatila 1:100)
na sobnoj temperaturi (22+1 °C) u trajanju od 48 h.

Koli¢ine vezanog i otpustenog antibiotika sa oksido-
vanog celuloznog vlakna odredene su spektrofotomet-
rijski na UV-Vis spektrofotometru Perkin—Elmer model
Lambda 25, na karakteristi¢noj talasnoj duzini za cefta-
zidim kod A2 258 nm.

FTIR spektri OC, ceftazidima kao i uzoraka sa veza-
nim antibiotikom na OC, pripremljeni u obliku KBr pas-
tila, snimljeni su na spektrofotometru FTIR-8300 Shim-
adzu-Niroshi, u podru¢ju 4500-500 cm ™.

Uzorci oksidovanog celuloznog zavoja (sa 1,464
mmol/g COOH) sa vezanim ceftazidimom pripremljeni
su za ispitivanje animikrobnog djelovanja tako da su
isjeCeni na kvadratice veli¢ine 1 cmx1 cm i tretirani UV
lampom (1 h na 254 nm). Testiranje antimikrobnog
djelovanja modifikovanog celuloznog zavoja s vezanim
antibiotikom vrSeno je in vitro odredivanjem inhibi-
torne aktivnosti metodom difuzije na agarnoj ploci [12].
Antimikrobna aktivnost je ispitana u odnosu na kulture
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i Escherichia
coli. Svi uzorci su testirani u 20 ponavljanja i rezultati su
dati kao srednja vrijednost.

REZULTATI | DISKUSIJA

Modifikovano celulozno vlakno dobijeno je selektiv-
nom oksidacijom celuloznog zavoja smjesom HNO;/
/H3P0O,/NaNO,, tokom 12-48 sati. Uticaj trajanja pro-
cesa oksidacije na sadrzaj karboksilnih i karbonilnih
grupa prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Uticaj trajanja reakcije oksidacije na sadrZaj
karboksilnih i karbonilnih grupa oksidovanog celuloznog
vlakna u formi zavoja; reakcioni sistem: HNOs;/H3;PO, 2:1 (vol.)
i 1,43% NaNO,,; temperatura: 25+1 C

Table 1. The effects of oxidation reaction on the content of
carboxyl and carbonyl groups of the oxidized cellulose fiber in
the form of bandage

Vrijeme, h Sadrzaj COOH, mmol/g Sadrzaj CO, mmol/g
12 0,555 0,264
24 1,464 0,949
48 2,276 1,244

Sorpcija ceftazidima

Rezultati sorpcije prikazani u tabeli 2 pokazuju da
pocetna koli¢ina vezanog ceftazidima zabiljezena nakon
5 min opada i biljezi najnizu vrijednost nakon 15 min od
pocetka procesa sorpcije. Prilikom potapanja OC u
vodeni rastvor antibiotika u prvih 5 min dolazi do kva-
Senja vlakana i kao rezultat upijanja biljezi se pocetno
smanjenje koncentracije lijeka u rastvoru. Prvobitno
labavo vezane molekule ceftazidima se otpustaju i
nakon 15 min registruju kroz smanjenje koli¢ine veza-
nog antibiotika na OC. Nakon ovog vremena postepeno
se uspostavljaju vodonicne i jonske veze izmedu mole-
kula lijeka i OC i koli¢ina vezanog antibiotika se pove-
¢ava tokom 48 h.

Ceftazidim u svojoj strukturi (slika 1) sadrzi amino-
tiazolski i piridinski prsten koji su vezani za cefemski
nukleus. Antibiotik takode sadrzi i dvije karboksilne
grupe kao i veci broj donora i akceptora elektrona. Kao
rezultat prisustva pomenutih funkcionalnih grupa i
struktura, ceftazidim moze da gradi viSestruke hemijske
veze sa oksidovanim celuloznim zavojem. Primarna
amino grupa antibiotika sa karboksilnim grupama oksi-
dovane celuloze moZze da gradi jonske veze. Karboksilne
grupe antibiotika su sposobne za interakciju sa karbo-
ksilnim grupama oksidovane celuloze preko vodonicnih
veza, uz stvaranje dimera (slika 2) [13].

Tabela 2. Koli¢ina vezanog ceftazidima na OC (mmol/g), modul kupatila 1:200, temperatura 2241 C
Table 2. The quantity of ceftazidime bonded to OC (mmol/g), bath module 1:200, temperature 22+1 °C

Trajanje sorpcije

mmol COOH po g OC

5 min 15 min 30 min 60 min 24 h 48 h
0,555 0,0043 0,0034 0,0042 0,0052 0,0091 0,0137
1,464 0,0110 0,0072 0,0144 0,0162 0,0203 0,0219
2,276 0,0173 0,0105 0,0195 0,0207 0,0233 0,0243
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Cel - COOH+ HOOC - Ceftazidim —— Cel -C

Slika 2. Sematski prikaz nastajanja dimera ceftazidim-OC.

C - Ceftazidim

C - Ceftazidim

Figure2. Schematic presentation of the formation of dimers ceftazidime-OC.

Osim pomenutih, ceftazidim moze graditi i vodo-
ni¢ne veze preko atoma azota u tiazolskom prstenu kao
i atoma azota u imino i amidnoj grupi.

U tabeli 3 date su karakteristicne IR frekvencije
oksidovane celuloze [9,14] i ceftazidima [15].

Na slici 3 prikazani su FTIR spektri ceftazidima (a),
oksidovane celuloze (c) i OC sa vezanim ceftazidimom
(b).

Na FTIR spektru OC sa vezanim antibiotikom uoc-
ljivo je povecanje apsorpcijskog signala kod 3450 cm ™.

U podrugju od 3000 do 3550 cm ™" postoji &iroki apsorp-
cioni signal koji nastaje preklapanjem vise traka kao Sto
su trake za vibracije istezanja O—H grupe alkohola i O-H
karboksilne grupe kiselina. Sirenje ovog signala upucuje
na stvaranje vodonicnih veza i dimera. Apsorpcioni sig-
nal kod 1400 cm " u kombinaciji sa irokom apsorp-
cionom trakom kod 3450 cm™, ukazuje na to da su
formirani dimeri izmedu karboksilnih grupa lijeka i OC.
Uocljivo je smanjenje apsorpcionog signala kod 1740
cm™ i povecanje signala kod 1630 cm ™. Apsorpcijska

Tabela 3. Karakteristicni IR pikovi oksidovane celuloze i ceftazidima
Table 3. Characteristic IR peaks of oxidized cellulose and ceftazidime

Oksidovana celuloza

Ceftazidim

Talasni broj, em™ Odgovarajuca grupa

Talasni broj, cm™ Odgovarajuca grupa

3400 Vibracije istezanja O—H grupe
2870 C—H vibracije istezanja
1740 C=0 istezanje karboksilne grupe
1635 Adsorbovana voda

1035 C—0 vibracije istezanja

3450 Vibracije istezanja N—H grupe

1750 C=0 istezanje karboksilne grupe
1660 C=0 aksijalne deformacije, amidna grupa
1540 C=C aromaticni prsten

1350 Aksijalne deformacije, C—N grupe

Transmittance

4500 4000 3500 3000 2500

T

2000

1750

1000 750 500
Talasni broj, 1/cm

1500 1250

Slika 3. FTIR spektar ceftazidima (a), OC (c) i OC sa inkorporinim ceftazidimom (b).
Figure 3. FTIR spectra of ceftazidime (a), OC (c) and OC with incorporated ceftazidime (b).
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traka kod 1740 cm™* karakteristi¢na je za vibracije iste-
zanja >C=0 kod nedisocirane karboksilne grupe, dok se
signal kod 1630 cm™" javlja kod karboksilnih kiselina u
formi soli. Time se potvrduje postojanje jonske inter-
akcije karboksilne grupe OC i amino-grupe ceftazidima.

Produzavanje vremena sorpcije sa 24 na 48 h nije
znacajnije doprinijelo povecanju koli¢ine vezanog lijeka,
Sto se moZe tumaciti promjenama pH vrijednosti ras-
tvora tokom vezivanja antibiotika. Slabije vezivanje
lijeka posljedica je visokih pH vrijednosti u rastvoru
tokom sorpcije (tabela 4) zbog kojih je smanjena joni-
zacija funkcionalnih grupa sposobnih za stvaranje jon-
ske veze.

Tabela 4. Promjena pH tokom sorpcije ceftazidima na OC, t = 22+1 €
Table 4. Changing the pH during the sorption of ceftazidime in OC, t = 22+1

koncentracija rastvora, pH rastvora, temperatura, izlo-
Zenost svjetlosti i vrsta rastvaraca. Zbog velikog broja
faktora koji uticu na stabilnost rastvora ceftazidima
prakticno je nemoguce odrediti u kojoj je mjeri lijek
hidrolizovao u vodenom rastvoru u kojem je vrSeno
vezivanje na OC.

Uticaj pH na vezivanje antibiotika na OC ispitan je
sorpcijom ceftazidima iz puferovanog rastvora u kojem
je odrzavana pH vrijednost 4. Vezivanje antibiotika je
vréeno na uzorku OC sa 2,276 mmol/g COOH grupa, pri
¢emu je maksimalno sorbovana koli¢ina postignuta
nakon 60 minuta i iznosila je 0,0671 mmol/g OC.
Desorpcijom u fizioloSkom rastvoru isti uzorak nakon

Vrijeme
mmol COOH po g OC - - - -
5 min 15 min 30 min 60 min 24 h 48 h
0,555 5,32 5,09 4,94 4,84 4,76 4,74
1,464 5,01 4,72 4,55 4,46 4,40 4,36
2,276 4,80 4,54 4,38 4,24 4,21 4,20

Kod ovakvih pH vrijednosti mali procenat NH, grupa
tiazolskog prstena, pK, = 4,1 [16], se prevodi u kat-
jonsku formu, $to znacajno smanjuje udio jonskih veza.
Takode, postignute pH vrijednosti onemogucavaju zna-
¢ajniju disocijaciju COOH grupe oksidovane celuloze,
pK, = 4 [17], Sto takode doprinosi smanjenju broja
jonskih veza.

Zbog prisustva piridinskog prstena i jedne karbo-
ksilne grupe u njegovom susjedstvu, molekula ceftazi-
dima se javlja u obliku cviter-jona, koji je u ravnoteZi sa
neutralnom molekulom. Ova karboksilna grupa cefta-
zidima, pK, = 2,7 [16], iako dobro disocirana pri visokim
pH vrijednostima (preko 90% [18]) ukljuCena je u stva-
ranje cviter-jona. Druga karboksilna grupa ceftazidima,
pK, = 1,8 [16], takode je dobro disocirana, ali za razliku
od prve, moze da gradi dimere sa karboksilatnim
jonima oksidovane celuloze.

Drugi razlog slabijeg vezivanja ceftazidima na OC je
njegova ograni¢ena stabilnost u vodenom rastvoru na
sobnoj temperaturi. Prema literaturi [16], u vodenom
rastvoru nakon 6 sati zapocinje proces hidrolize koja se
odvija paralelno u poloZaju R3 i R7 cefemskog jezgra.
Stabilnost antibiotika zavisi od niza faktora kao Sto su

24h otpusta 0,0482 mg vezanog antibiotika tj. 71,83%.
Na ovom uzorku OC potvrdeno je da se puferovanjem
rastvora tokom sorpcije mozZe povedcati koli¢ina vezanog
lijeka na OC. U ovom slicaju, podesavanje pH vrijed-
nosti ispod pK, amino grupe tiazolskog prstena omo-
gucava njeno prevodenje u katjonsku formu neop-
hodnu za stvaranja jonskih veza sa COOH grupama OC, i
vezivanje vece kolic¢ine lijeka.

Desorpcija ceftazidima

Rezultati desorpcije (tabela 5) pokazuju da se anti-
biotik u fizioloSkom rastvoru oslobada postepeno.
Nakon 48 h maksimalno se otpusta 97,94% od ukupne
koli¢ine vezanog ceftazidima.

Veliki procenat otpustenog lijeka mozZe se tumaciti
labavijim vezivanjem antibiotika na OC. Kao rezultat
slabije disocijacije amino grupa antibiotika i karboksil-
nih grupa OC smanjeno je ucesée jonskih veza cefta-
zidima sa OC u odnosu na vodoni¢ne veze, Sto olaksSava
otpustanje vezanog lijeka.

Antibakterijsko djelovanje

Antibakterijsko djelovanje testirano je na uzorku OC
sa 1,464 mmol/g COOH koji je vezao 0,0219 mmol

Tabela 5. Koli¢ina otpustenog ceftazidima sa OC (mmol/g), modul kupatila 1:100, temperatura 22+1 €
Table 5. The quantity of the cefazolin released from OC (mmol/g), bath module 1:100, temperature 22+1°

Vrijeme, h
mmol COOH po g OC
1 2 3 4 24 48
0,555 0,0069 0,0077 0,0086 0,0096 0,0112 0,0115
1,464 0,0112 0,0131 0,0150 0,0171 0,0196 0,0209
2,276 0,0143 0,0160 0,0181 0,0204 0,0233 0,0238
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antibiotika po gramu vlakna. Rezultati mjerenja inhi-
bitorne aktivnosti uzoraka oksidovanog celuloznog
vlakna sa vezanim ceftazidimom na rast E. coli, S. aur-
eus i B. subtilis su prikazani u tabeli 6.

Tabela 6. Zona inhibicije rasta, mm, za OC sa vezanim cefta-
zidimom (0,0170 mmol/g) nakon 24 i 48 ¢asova; 10% CFU/mL
Table 6. The zone of inhibiton, mm, for OC with the bound
ceftazidime (0,0170 mmol/g) after 24 and 48 h; 10° CFU/mL
(CFU: Colony-Forming Unit)

B Vrijeme, h
Bakterija
24 48
E. coli 11,96 12,33
S. aureus 11,29 11,47
B. subtilis 3,16 3,23

Ceftazidim spada u tre¢u generaciju cefalosporina i
ima izrazeno djelovanje na gram-negativne bakterije
zbog Cega su uzorci OC sa vezanim antibiotikom imali
najvecu zonu inhibicije za E. coli. Zona inhibicije za OC
sa vezanim ceftazidimom najmanja je za kulturu B.
subtilis Sto se pripisuje sposobnosti stvaranja spora kod
ovog mikroorganizma.

ZAKUUCAK

Selektivnom oksidacijom celuloznog vlakna u formi
zavoja dobijeno je oksidovano celulozno vlakno (OC) sa
0,555, 1,464 i 2,276 mmol/g karboksilnih grupa. Sorp-
cijom ceftazidima na OC moguce je dobiti bioloski
aktivno celulozno vlakno sa antimikrobnim djelova-
njem. Maksimalna koli¢ina ceftazidima na OC nakon
48h sorpcije u vodenim rastvorima antibiotika iznosila
je 0,0243 mmol/g OC. Puferovanjem rastvora lijeka
moze se ostvariti bolja disocijacija jonoizmjenjivackih
grupa antibiotika i OC i na taj nacin povecati koli¢ina
vezanog lijeka na OC. Hemijska struktura lijeka omogu-
¢ava gradenje jonskih i vodonic¢nih veza izmedu cefta-
zidima i OC. Desorpcijom u fiziolosSkom rastvoru otpu-
Sta se velika koli¢ina vezanog antibiotika zbog vece
zastupljenosti vodonicnih veza izmedu lijeka i OC, u od-
nosu na jonske veze ostvarenih tokom procesa sorpcije.

Antimikrobno djelovanje uzoraka OC sa vezanim
antibiotikom testirano je metodom difuzije na agarnoj
plodi i najbolje antibakterijsko djelovanje dobijeno je u
odnosu na kulturu E. Coli.
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SUMMARY
INFLUENCE OF THE STRUCTURE OF CEFTAZIDIME ON OBTAINING BIOLOGICALLY ACTIVE CELLULOSIC BANDAGE
Branka B. Rodi¢ Grabovac, Radana M. Dudic, Pero S. Sailovic¢

University of Banja Luka, Faculty of Technology, Banja Luka, Republic of Srpska, B&H
(Scientific paper)

Biologically active fibers as drug carriers have improved characteristics in Keywords: Oxidized cellulose e Cefta-
comparison with conventional medical therapies. Cellulosic fibers as hydrophilic zidime o Biologically active materials
and biocompatible, nontoxic and eco-friendly make a good polymer matrix for
obtaining biologically active fibers. Current investigations in this area show that
the features of these fibers depend on the type of carrier as well as the drug
structure. Loading drugs on the fiber carrier is accomplished by ionic bonding
between ionized drugs and the groups fixed on the fiber (by ion exchange) or
loosely adsorption on the fiber through hydrophobic interactions. These interact-
ions can be achieved between hydrophobic parts of the drug and the fiber carrier
or among the hydrophobic drugs bonded on the fiber. Prevailing mechanism of
ionized drug bonding on the carrier is ionic, although different hydrophobic inter-
actions can contribute the drug loading to varying degrees. In this paper, oxidized
cellulose (OC) with different carboxylic group content is obtained by selective
oxidation and used for chemical bonding of antibiotic ceftazidime. In its structure
this antibiotic has aminothiazole ring and pyridine ring in the side chains of
cephem nucleus. Ceftazidime has two carboxylic groups and also great number of
electron donors and acceptors. Due to these groups and structures ceftazidime is
able to form multiple chemical bonds, i.e., interactions with oxidized cellulosic
bandage. The bonding was performed in antibiotic water solution concentration
of ¢ = 3.4x10°° mol/L at room temperature (22+1 °C), while desorption was
performed in physiological solution. The amounts of bonded and released anti-
biotic were determined spectrophotometrically in UV range. Maximum amount of
bound drug (0.0243 mmol/g) was obtained during the sorption on the oxidized
bandage with 2.276 mmol/g COOH and the maximum amount of released drug
was 0.0238 mmol/g. Antimicrobial activity of the samples with bonded cefta-
zidime was tested in vitro against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i Esche-
richia coli by agar diffusion test. The bigest zone of inhibition was obtained for E.
coli. The paper studies the influence of ceftazidime chemical structure, pH of sol-
ution in which sorption is performed and sorption duration, on the amount of
bonded drug. It was established that the drug bonding was achieved by ionic
bonds and the hydrogen bonds of the drug functional groups with oxidised cel-
lulose bandage. Also it was found that buffering of the drug solution, in which
bonding is performed, can increase the amount of ceftazidime bonded on the fiber.
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