
Введение

В настоящее время производство перевязочных

средств нового поколения, особенно за рубежом,

превратилось в интенсивно развивающуюся отрасль

химии полимеров медицинского назначения. Под

термином “современное раневое покрытие” подра-

зумевают не только привычные текстильные мате-

риалы (марля, сетка, трикотаж, нетканое полотно), но

и различные пасты, гели и, главным образом,

пленочные материалы [1, 2] . Требования к раневому

покрытию существенно возросли: оно должно хо-

рошо моделироваться на ране, быть атравматичным,

обеспечивать возможность бесконтактного визуаль-

ного контроля за раной, не оказывать токсического и

местно-раздражающего действия, быть устойчивым

к стерилизации, длительно эксплуатироваться на

ране. Кроме того, от перевязочного средства ожи-

дается и лечебное действие, поэтому многие из них

являются носителями биологически активных

веществ, десорбируемых в рану в необходимой

дозировке [3]. Главная роль в осуществлении

перечисленных функций перевязочного средства

принадлежит полимерной матрице, поскольку

именно комплекс физико-химических характеристик

полимеров определяет свойства и функции повязки.

Полимером, исключительно подходящим на роль

полимерной матрицы для создания современного

раневого покрытия, является полисахарид при-

родного происхождения хитозан (ХТЗ), который

сочетает в себе комплекс уникальных свойств: био-

совместимость и биоразлагаемость, антимикробная

активность, высокая сорбционная способность и

многие другие свойства [4]. Кроме того, немало-

важным является тот факт, что ХТЗ легко растворяется

в разбавленных кислотах (уксусной, муравьиной,

соляной) и перерабатывается в пленки, характери-

зующиеся прочностью и эластичностью. На стадии

очищения раны от некротических тканей целесо-

образно применение раневых покрытий, содержащих

протеолитические ферменты. Использование ХТЗ,

обладающего собственной физиологической актив-

ностью [5], как носителя ферментных препаратов

пролонгированного действия, должно повысить эф-
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фективность использования хирургических средств

и снизить вероятность нагноения. Проблема, однако,

заключается в том, что пленки ХТЗ, полученные в

так называемой солевой форме, являются водо-

растворимыми. Вести речь о пролонгированной

энзимотерапии в этом случае нельзя, так как при

контакте с раневой поверхностью пленка быстро

теряет целостность и этому ферментный препарат

быстро выходит из полимерной матрицы.

Цель данной работы — поиск возможных путей

модифицирования ферментосодержащих пленок

ХТЗ для уменьшения скорости диффузии ферментов

в водные среды при сохранении их исходной

протеолитической активности.

Экспериментальная часть

В качестве объектов исследования использован

образец ХТЗ производства ЗАО “Биопрогресс”

(Россия), полученный щелочным деацетилирова-

нием крабового хитина (степень деацетилирования

~84%), с молекулярной массой Мη 
= 80000, антибио-

тик аминогликозидного ряда амикацин и протеоли-

тические ферменты коллагеназа (ЗАО Биопрогресс,

Щелково), пепсин (ООО Шако, Ростов-на Дону),

трипсин (Микроген НПО ФГУП, Омск). Пленки ХТЗ

получали методом полива раствора полимера в

уксусной кислоте на поверхность стекла. Массовая

концентрация полимера в исходном растворе сос-

тавляла 2 г/дл. Концентрация уксусной кислоты в

растворе составляла 1 г/дл. Соотношение ХТЗ:фер-

мент составляло 2:1 по массе. Водный раствор

ферментного препарата добавляли к раствору ХТЗ

непосредственно перед формированием пленок.

Содержание амикацина варьировали от 0,05 до

0,5 моль на моль ХТЗ. Толщину пленок во всех

экспериментах поддерживали постоянной и равной

0,1 мм. Кинетику высвобождения фермента из

пленочных образцов ХТЗ в водную среду изучали

спектрофотометрически по оптической плотности А

при λ = 280 нм, соответствующей максимуму погло-

щения ферментных препаратов. Модифицирование

пленки ХТЗ осуществляли тремя способами: 1) тер-

мическим модифицированием, заключающемся в

прогреве сформированной пленки при температуре

45 – 100°С с увеличением времени прогрева [6];

2) обработкой поверхностноактивным веществом —

додецилсульфатом натрия (ДСН) с концентрацией

равной 5 г/дл (выше критической концентрации

мицелообразования [7]); 3) добавлением антибиотика

амикацина, водный раствор которого добавляли в

ферментосодержащий раствор ХТЗ непосредственно

перед приготовлением пленки. Количество амика-

цина, вводимое в пленку, составляло 0,05; 0,1 и

0,5 моль на моль ХТЗ. Активность ферментных

препаратов оценивали по стандартной методике

спектрофотометрическим методом Ансона [8].

Обсуждение результатов

Некоторые подходы, позволяющие пролонги-

ровать выход лекарственного препарата, были

апробированы ранее для пленочных материалов с

включенным внутрь полимерной матрицы анти-

биотиками [9, 10] Это, в первую очередь, термическое

модифицирование пленок и обработка пленки

мицеллярным раствором поверхностно активного

вещества (ПАВ), например, додецилсульфатом

натрия, приводящие к потере растворимости пленки

в воде. Соответственно, скорость выхода лекарствен-

ного начала (в рассмотренных ранее случаях —

антибиотиков) принципиальным образом умень-

шается. Похожие закономерности наблюдаются и при

использовании в качестве лекарственного начала

ферментных препаратов. Прогрев пленочного

материала при температуре порядка 100°С в течение

15 – 30 мин сопровождается потерей растворимости

ферментосодержащей пленки в воде и, соответствен-

но, существенному уменьшению скорости выхода

ферментного препарата из пленки (табл. 1). Вместе с

тем, прогрев при такой высокой температуре

однозначно приводит к инактивации фермента.

Уменьшение температуры, при которой проводится

термомодифицирование, до температур порядка

40 – 45°С с соответствующим увеличением времени

прогрева, приводит к тому, что только пленки,

содержащие трипсин, теряют свою растворимость.

В случае использования в качестве ферментных

препаратов коллагеназы и пепсина, прогрев даже в

течение трех суток не приводит к сколь либо

существенному уменьшению растворимости пленок

в воде. Вместе с тем, протеолитическая активность

ферментов падает.

В случае обработки ферментосодержащих пле-

нок ХТЗ раствором ПАВ наблюдаются следующие

закономерности — по мере увеличения концент-

рации ПАВ в растворе и времени обработки пленок,

скорость выхода фермента из пленки в значительной

мере уменьшается. Однако в этом случае, выходящий

из пленки фермент также практически полностью

теряет свою активность и составляет не более 3 – 5%

от нативной. Таким образом, получается, что этот

очень действенный способ модифицирования мат-

рицы ХТЗ, а следовательно, и регулирования скорости

выхода лекарственного препарата из пленок, не может

быть использован в медицинской практике. Кроме
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того, пленки ХТЗ, модифицированные раствором

ПАВ, обладают невысокими механическими свой-

ствами.

При исследовании взаимодействия ХТЗ с анти-

биотиками аминогликозидного ряда — амикацином

и гентамицином ранее было обнаружено, что ХТЗ с

этими лекарственными препаратами образует ком-

плекс средней устойчивости посредством водо-

родных связей [11]. Было установлено, что количество

антибиотика, комплексносвязанного с ХТЗ, довольно

велико и составляет порядка 70 масс. %. Это позволяет

использовать систему ХТЗ-антибиотик аминоглико-

зидного ряда как матрицу для пролонгированного

выделения третьего компонента — протеолити-

ческого фермента. При этом чем больше антибиотика

находится в пленке ХТЗ, тем труднее выходит из

пленки ферментный препарат (табл. 2). В этом случае,

активность фермента не теряется при взаимодействии

с антибиотиком. Следовательно, уменьшение раство-

римости пленки ХТЗ, достигаемое за счет третьего

компонента — антибиотика амикацина, приводит к

возможности существенно уменьшить скорость

высвобождения протеолитических ферментов из

матрицы ХТЗ.

Заключение

Наиболее эффективный способ модифициро-

вания пленок ХТЗ — антибиотиком аминоглико-

зидного ряда амикацином, позволяющего создать

пленочный ферментосодержащий материал с про-

лонгированным выходом ферментного препарата.

Именно в этом случае достигаются положительные

результаты не только по уменьшению скорости

выхода ферментных препаратов, но и сохранению их

протеолитической активности на высоком уровне.

Таблица 1

Влияние условий модифицирования ферментосодержащих пленок на транспортные свойства ХТЗ

Ферментный                       Способ Время, мин/ Начальная Протеолитическая

   препарат             модифицирования Температура, °С скорость ХТЗ, Q*/ч активность, Е/г

Трипсин Исходная пленка — 100,0 4 8

Термическое модифицирование 15/100 2,4 5

30/100 2,3 3

180/45 2,8 3 2

3600/45 2,70 2 5

Обработка раствором ПАВ 15/25 2,3 3

Коллагеназа Исходная пленка — 100,0 6 5

Термическое модифицирование 15/100 2,5 6

30/100 2,3 5

180/45 95,2 5 4

3600/45 90,4 4 0

Обработка раствором ПАВ 15/25 2,3 4

Пепсин Исходная пленка — 100 3 5

Термическое модифицирование 15/100 2,5 6

30/100 2,4 5

180/45 98,5 2 6

3600/45 98,0 2 4

Обработка раствором ПАВ 15/25 2,3 2

Q* — масс. % ферментного препарата от его исходного количества, введенного в пленку.

Таблица 2

Влияние модифицирования ферментосодержащих пленок антибиотиком
амикацином на транспортные свойства ХТЗ

Фермент Содержание амикацина, моль/моль ХТЗ Начальная скорость  ХТЗ, Q*/ч Протеолитическая активность, Е/г

Трипсин 0,05 8,5 4 8

0,10 2,9 4 6

0,50 1,9 4 6

Коллагеназа 0,05 4,1 6 5

0,10 2,4 6 5

0,50 1,2 6 4

Пепсин 0,05 3,1 3 5

0,10 2,1 3 2

0,50 1,2 3 2
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