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Hodnoceni vlivu sterilizacni metody na stabilitu
karboxymethylcelulosového kryti na rany

Evaluation of the influence of sterilization method on the stability
of carboxymethyl cellulose wound dressing

Jan Muselik * Lenka Wojnarova ¢ Ruta Masteikova ¢ Tomas Sopuch
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Souhrn

Karboxymethylcelulosa, hlavné jeji sodnd sil maji
v podobé pomocnych litek mnohostranné vyuZiti ve far-
macii. Z terapeutického hlediska se sodnd stl karboxy-
methylcelulosy uplatiiuje ve vyrob& modernich kryti na
rany umoziiujicich vlhké hojeni. Kryti na rdny musi byt
sterilni a stabilni po celou dobu pouZitelnosti pii ucho-
vavani za riznych teplotnich podminek. V soucasné
dobé je k dispozici fada steriliza¢nich metod. V ptipadé
polymernich latek je dalezité, aby zvoleny postup sterili-
zace nevyvolaval zmény ve struktuie polymeru, jako $té-
peni polymernich fetézcii, zmény zesiténi apod. Tato pra-
ce hodnoti vliv riznych steriliza¢nich metod (y-zafeni,
B-zéfeni, ethylenoxid) na stabilitu karboxymethylcelulo-
sy a dale stabilitu v podminkach zrychlené a dlouhodobé
stabilitni studie. Hodnoceni vzorki je provedeno
s vyuzitim rozmérové vyluCovaci chromatografie.
Z dosazenych vysledkd vyplyva, Ze sterilizace ethyleno-
xidem predstavuje nejSetrnéjSi variantu z testovanych
zplsobu sterilizace. V pfipadé pouZiti sterilizace y-zére-
ni dochédzelo ke zméndm velikosti molekuly karboxy-
methylcelulosy. V pribéhu zrychlené a dlouhodobé sta-
bilitni studie, ale nebyly dal$i degradacni zmény
pozorovany a takto sterilizované vzorky jsou vhodné pro
dlouhodobé skladovéni.
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Summary

Carboxymethyl cellulose, especially its sodium salt, is
a versatile pharmaceutical excipient. From a therapeutic
point of view, sodium salt of carboxymethyl cellulose is
used in the production of modern wound dressings to
allow moist wound healing. Wound dressings must be
sterile and stable throughout their shelf life and have to
be able to withstand different temperature conditions. At
the present time, a number of sterilization methods are
available. In the case of polymeric materials, the selected
sterilization process must not induce any changes in the
polymer structure, such as polymer chains cleavage,
changes in cross-linking, etc. This paper evaluates the
influence of different sterilization methods (y-radiation,
B-radiation, ethylene oxide) on the stability of
carboxymethyl cellulose and the results of long-term and
accelerated stability testing. Evaluation of samples was
performed using size-exclusion chromatography. The
obtained results showed that ethylene oxide sterilization
was the least aggressive variant of the sterilization
methods tested. When the y-radiation sterilization was
used, the changes in the size of the carboxymethyl
cellulose molecule occurred. In the course of accelerated
and long term stability studies, no further degradation
changes were observed, and thus sterilized samples are
suitable for long term storage.

Keywords: carboxymethyl cellulose ¢ sterilization ¢
stability testing ¢ size exclusion chromatography

Uvod

Hodnocené kryti na rdny ve formé netkané textilie
predstavuje karboxymethylcelulosu (CMC) v kyselé for-
mé (CMC H) nebo jako jeji sodnou sl (CMC Na). Jako
kazdé kryti na rany musi byt v prvni fadé sterilni
a samoziejmé stabilni po celou dobu pouZitelnosti pfi
uchovavani za riznych teplotnich podminek.
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K zajisténi sterility se kryti na rdny vyrabi za podmi-
nek vyhovujicich poZadavkim Spravné vyrobni praxe
a na zéveér vyrobniho procesu se sterilizuji. Uelem ste-
riliza¢nitho procesu je inaktivace jakékoliv piitomné
mikrobidlni kontaminace.

V soucasné dobé je k dispozici fada sterilizacnich
metod, neexistuje v§ak metoda, kterd by se hodila pro
vSechny latky ¢i pfipravky, kazdd ma své kladné
a zaporné stranky. V pfipadé polymernich latek, kam
CMC patii, je duleZzité, aby zvoleny postup nevyvolaval
strukturdlni zmény polymeru, jako St€peni polymernich
fetézcl, zmény zesiténi apod. pfipadné, aby tyto zmény
neovliviiovaly vyznamné mechanické a dalsi vlastnosti.

Steriliza¢ni metody pouZitelné v pfipadé¢ kryti na rany
zahrnuji sterilizaci teplem (nasycenou parou pod tla-
kem), sterilizaci ionizujicim zafenim a sterilizaci ply-
nem?. Sterilizace nasycenou parou pod tlakem (auto-
klav) patii mezi nejspolehlivéjsi metody a je Siroce
pouzivdna  k  sterilizaci  1éCivych  pfipravki
a zdravotnickych prostfedkil. U¢inné a rychle ni¢i mik-
roorganismy, nezanechdva rezidua a je relativné levna.
Podminkou vS$ak je termostabilita latek i pouZitych oba-
10?. V piipadé CMC H a CMC Na nemiZe byt tato meto-
da uplatnéna, jednak proto, Ze materidl je citlivy na
nadmérnou vlhkost (absorbuje a bobtnd), a téZ proto, Ze
sekundarni obal kryti tvoii vysokodenzitni netkany poly-
ethylen (TYVEK®), ktery se nehodi pro sterilizaci tep-
lem.

Pro termolabilni latky miZe byt alternativou ionizuji-
ci zafeni. V soucCasné dobé patii tato metoda mezi
zékladni pro sterilizaci zdravotnickych prostfedki (Sici
materidl, implantaty aj.). Vystaveni materidlu psobeni
v-zéteni z vhodného zdroje (napf. kobalt-60) nebo svaz-
ku elektront o vysoké energii vychézejicich z vhodného
urychlovace elektront (-zafeni) v odpovidajicich dav-
kéch (nejcastéji 25 kGy) zarucuje sterilitu produktu?.
Nicméné se nehodi pro sterilizaci vSech typl polymert,
protoZe i minimdlni davky ionizujiciho zafeni mohou
zpusobit zmény v polymernich fetézcich®. Z hlediska
citlivosti na ionizujici zafeni se polymery znacné lisi,
a je obtizné predpovédét jejich vlastnosti po ozéfeni.
v- a B-zafeni se 1isi hloubkou a rychlosti penetrace do
materidlu, avSak tucinky na fyzikdlni ¢i mechanické
vlastnosti jsou podobné (degradace, Stépeni fetézcd,
zména zesiténi), napf. je zndmo, Ze u kolagenu plisobi
v-zéreni fragmentaci fetézcl, v dasledku ¢ehoZz vznikaji
slouc¢eniny o niz§i molekulové hmotnosti s horSimi
mechanickymi vlastnostmi®.

Sterilizace plynem (pfevdZné ethylenoxidem — EtO)
predstavuje dalSi moZnost pro polymery citlivé na teplo-
tu a vlhkost. EtO ma dostacujici ti¢innost pfi niZ§ich tep-
lotach, snadno penetruje do materidlu a je kompatibilni
s Sirokou Skalou latek. UmoZiiuje rychlou a spolehlivou
inaktivaci bakteridlnich zarodk® naruSenim enzymovych
systéml a DNA. EtO je vSak hoflavy a vybuSny, miZe
reagovat s fadou funk¢nich skupin; rovnéz rezidua plynu
v zdravotnickych prostfedcich miZe ohrozit jejich bio-
kompatibilitu, proto je nezbytné dikladné odvétrani ste-
rilizovaného materialu?.

O moZzném vlivu ionizujicitho zafeni na CMC bylo
pojednavano v fadé vyzkumnych praci, i kdyZ se pokusy
vétSinou tykaly CMC v jiné formé neZ textilniho kryti,

napf. v podobé roztoku?, ¢i ve formé tuhé nebo polotu-
hé> 9. Nepodafilo se v8ak najit zdroje v€nované vlivu
EtO na vlastnosti CMC.

Cilem této prace bylo posoudit stabilitu vzorkit CMC
ve formé textilniho kryti pfi pouZiti riizného zpiisobu ste-
rilizace a néasledné posoudit stabilitu sterilizovanych
vzorkll po ukonceni zrychlené a dlouhodobé stabilitni
studie.

Pokusna ¢ast

Materidl

Vzorky karboxymethylcelulosy ve formé& ploSného
kryti ur¢eného k hojeni ran dodala firma Holzbecher spol.
s 1.0. barevna a bélidlo ZIi¢. U testovanych vzorku (tab.
1) se v ramci stabilitni studie hodnotil vliv riiznych typt
sterilizace (y-zafeni, B-zafeni, EtO) a vliv dlouhodobého
skladovani (zrychlena a dlouhodobd stabilitni studie).

Tab. 1. Testované vzorky CMC a jejich stuperi substituce (DS)

Vzorek Sarze DS

CMCH 247/2010 0,386
CMC Na 255/2010 0,353
CMC Na 281/2011 0,394
CMCH 282/2011 0,358
CMC Na 283/2011 0,351
CMCH 295/2011 0,352

Sterilizace vzorkii

Sterilizace y-zafenim byla provedena firmou Bioster,
a.s., Ceska republika. Jako zdroj z4feni byl pouzit radio-
izotop Co-60, technické zatizeni pro sterilizaci dodala
firma Atomic Energy of Canada (nyni Nordion Internati-
onal). Celkova obdrzend davka po jednom ozéfeni byla
25 kGy, vzorky, které proSly dvéma cykly sterilizace,
obdrzely davku 50 kGy.

Sterilizace P-zafenim byla provedena firmou BGS
BETA-GAMMA-SERVICE GmbH&Co., Némecko.
Jako zdroj zafeni byl pouZit 10 MeV urychlovac elektro-
nd. Absorbovand davka neklesla pod 25 kGy, primérna
absorbovana davka byla 26,8 kGy.

Sterilizace ethylenoxidem byla provedena firmou
DINA-HITEX, s r.0., Ceska republika. Sterilizace probi-
hala ve vakuovém steriliza¢nim zafizeni vyrobce Mallet
division de C.A.T.S., Francie, objem steriliza¢ni komory
14,5 m®. Vzorky byly piedkondicionovany v piede-
hiivaci mistnosti po dobu 12 hodin pfi teploté¢ 50 °C
a vlhkosti 50 %. Samotna sterilizace probihala pfi teplo-
té€ 50 °C a vlhkosti 50 % v podtlakové steriliza¢ni komo-
fe (hodnota dosazeného vakua 125 mbar). Jako sterili-
zatni médium byl pouZit N-plyn (100% ethylenoxid)
v mnozstvi 12 kg, doba plsobeni plynu byla 4 hodiny. Po
sterilizacnim cyklu nésledovalo vétrani v komote sloze-
né z osmi proplachovacich cykli (kazdy cyklus 20 mi-
nut) pii 50 °C a nasledné 3 dny v desorpcnim prostoru pfi
teploté 35 °C.

Zrychlend a dlouhodobd stabilitni studie

Pfi zrychlené stabilitni studii byly vzorky sterilizova-
né y-zafenim davkou 25 kGy a uchovivany po dobu 6
mésict pfi teploté 40 °C a relativni vzdu$né vlhkosti
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75 %. Pti dlouhodobé stabilitni studii byly vzorky steri-
lizované y-zafenim davkou 25 kGy a uchovavany po
dobu 12 mésict pfi teploté 25 °C a relativni vzdu$né vlh-
kosti 60 %.

Rozmérové vylucovaci chromatografie (Size exclusion
chromatography, SEC)

Zmény v testovanych vzorcich byly hodnoceny
s vyuZitim rozmérové vylucovaci chromatografie. Roz-
pousténi vzorki bylo provedeno nésledujicim zptisobem:
Vzorky byly ponechdny v malém mnoZstvi ¢isténé vody
pii teploté —20 °C po dobu 24 hodin. Po rozmrznuti byly
vzorky rozpu$tény v roztoku NaOH o koncentraci
4,0 mol . I'" a doplnény ¢iSténou vodou na vyslednou
koncentraci NaOH ve vzorku 2,0 mol . I'.. Takto pfipra-
vené roztoky byly michdny po dobu 24 hodin za labora-
torni teploty. Pfed provedenim chromatografické separa-
ce byly vzorky 10krat nafedény CciSténou vodou na
vyslednou koncentraci karboxymethylcelulosy
0,1 mg . ml' a zfiltroviny pfes membrinovy filtr
o velikosti port 0,45 um. Vzorky se ptipravovaly pred
kazdym méfenim vZdy Cerstvé.

Pro stanoveni se pouzil vysokoucinny kapalinovy
chromatograf HP 1100 (Agilent Technologies, USA)
s kvarterni pumpou, automatickym davkovacem
a refraktometrickym detektorem. Chromatograficka
separace byly provedeny na koloné Shodex OHpak SB-
806M HQ (300 x 0,8 cm; velikost castic 13 pwm)
s ptfedkolonou Shodex OHpak SB-G (50 x 0,6 cm). Jako
mobilni faze byl pouzit 0,1 mol . I'! roztok NaCl v ¢isténé
vodg, rychlost priitoku mobilni faze byla 0,5 ml . min’!,
teplota kolony byla 25 °C. Velikost néstiiku vzorku byla
100 pl. Celkova délka analyzy byla 40 minut.

Statistické zpracovdni vysledkii

Rozdily mezi analyzovanymi vzorky byly hodnoceny
na zakladé srovnini retenCnich Cast piku karboxyme-
thylcelulosy. Statistické hodnoceni se provedlo metodou
ANOVA na hlading€ vyznamnosti o = 0,01 (pocet vzork
n=3).

Vysledky a diskuze
Hodnocené vzorky CMC (tab. 1) se odliSovaly zptso-
bem sterilizace (y-zafeni, B-zafeni, EtO). Vliv sterilizace

v-zétenim se hodnotil u tfi Sarzi, 281/2011, 283/2011

Tab. 2. Vliv steriliza¢ni metody na stabilitu vzorki CMC
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Obr. 1. Chromatogramy vzorkii CMC Na $arZe 283/2011 ste-
rilizovanych y-zdfenim (---), B-zdfenim (----), ethylenoxi-
dem (---) a nesterilizovanych (—)

a295/2011. V8echny tfi vzorky obdrZely vyslednou dav-
ku zafeni 25 kGy, u Sarzi 295/2011 a 281/2011 se testo-
val také vliv opakované sterilizace s celkovou obdrZenou
davkou zéreni 50 kGy. U vSech SarZi byl zjiStén statistic-
ky vyznamny rozdil mezi vzorkem nesterilizovanym
a vzorkem sterilizovanym 7y-zéfenim. Na obrazku 1 je
dobie patrny posun piku k vySS§im reten¢nim casim
u sterilizovaného vzorku, coZ ukazuje na zménu velikos-
ti makromolekuly karboxymethylcelulosy. Také mezi
vzorkem sterilizovanym davkou 25 kGy a vzorkem ste-
rilizovanym davkou 50 kGy byl zjiStén statisticky
vyznamny rozdil (295/2011), ktery potvrdil vliv obdrZze-
né davky zdreni na stabilitu produktu. Toto zjiSté€ni bylo
ovéfeno i analyzou vzorku 281/2011 po aplikaci davky
25 kGy a 50 kGy (tab. 2). Vzhledem k ocekdvanym
vysledkim byly vzorky SarZe 281/2011 méfeny pouze
1krat.

Vliv sterilizace B-zafenim se hodnotil u ti SarZi,
282/2011, 283/2011 a 295/2011. VSechny tii vzorky
obdrZely vyslednou davku zéreni 25 kGy. U SarZi
282/2011 a 283/2011 byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil mezi nesterilizovanym vzorkem a vzorkem sterili-
zovanym [-zéfenim. I zde je patrny posun piku vzorku
na chromatogramu smérem k vy$§im reten¢nim Casiim
(obr. 1), coz odpovidd zméndm velikosti makromolekuly
karboxymethylcelulosy. U SarZe 295/2011 nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi vzorkem nesterilizova-
nym a sterilizovanym [-zafenim (tab. 2).

Sarze Metoda sterilizace
nesterilni vzorky Y-zareni Y-zareni B-zareni ethylenoxid
(25 kGy) (50 kGy) (25 kGy)
t, (min)

282/2011* 16,40 + 0,05 -b - 17,41 £ 0,03* 16,26 £ 0,08
283/2011* 16,68 + 0,04 17,58 £ 0,05* -0 17,31 £ 0,07* 16,61 + 0,07
295/2011* 17,77 £ 0,03 18,15 £ 0,06* 18,65 + 0,09* 17,74 £ 0,01 -
281/2011¢ 16,23 17,68 18,21 - -

*vysledky jsou uddviny + smérodatnd odchylka ze tif méfeni
b yzorek nebyl k dispozici
¢ vysledky analyz z jednoho méfeni

* statisticky vyznamny rozdil (o0 = 0,01) vzhledem k nesterilizovanému vzorku dané SarZe



98

Ces. slov. Farm. 2013; 62, 95-98

Tab. 3. Vysledky hodnoceni vzorkii CMC ze stabilitnich studii

podminek skladovéani pro

. ureni doby pouZitelnosti”.
Sarze Piivodni vzorek Zrychlena Dlouhodoba Lo . L

Ani u jedné z testovanych Sar-

stabilitni studie stabilitni studie 7i nebyl nalezen statisticky

t, (min) vyznamny rozdil mezi ptivod-

247/2010* 18,09 + 0,06 17,97 + 0,04 18,01 + 0,08 im Vzorkezm 4 V’zorke.m

z dlouhodobé stabilitni studie.

255/2010°" 17,65 + 0,07 17,73 + 0,08 17,77 £ 0,07 Ze ziskanych vysledkii vyply-

2 vysledky jsou uddviny + smérodatnd odchylka ze tff méteni

Tyto vysledky odpovidaji poznatkiim publikovanym
v dostupné literatuie, kde pfi sterilizaci roztokt karboxy-
methylcelulosy stejnou ddavkou Y- a B-zdfeni jako
v tomto experimentu byl sledovan pokles jejich viskozi-
ty, kterd piimo souvisi s velikosti makromolekuly. Dle
udaju z literatury byl pokles viskozity u vzorku sterilizo-
vanych y-zafenim vice nez 90%, u vzorku sterilizova-
nych B-zafenim klesla viskozita pfiblizné o 70 %*7-¥.

Vliv sterilizace ethylenoxidem se sledoval u Sarzi
282/2011 a 283/2011. Ani u jedné z testovanych SarZzi
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi nesteri-
lizovanym a sterilizovanym vzorkem (tab. 2).

Z uvedenych vysledki 1ze vyvodit, Ze ze vSech tf{ tes-
tovanych zplisobl predstavuje sterilizace ethylenoxidem
nejSetrnéjSi metodu z pohledu degradace polymerni
molekuly CMC. EtO je vSak schopen reagovat s fadou
funk¢nich skupin za vzniku riiznych derivat. Stanoveni
takovychto produktl bude soucasti dalSiho testovani stu-
dovanych vzorki. Déle bude tfeba posoudit, zda pozoro-
vané zmény v piipadé sterilizace y- nebo B-zafenim maji
vyznamny vliv na ostatni (fyzikalni, mechanické) vlast-
nosti produktu, napf. schopnost pojmout dostate¢né
mnozstvi tekutiny, pevnost vysledného kryti nebo schop-
nost nelepit se k rané.

V dalgi ¢asti prace se sledoval vliv dlouhodobého skla-
dovani na stabilitu vzorkl CMC (Sarze 247/2010
a 255/2010) sterilizovanych y-zafenim. Po sterilizaci se
vzorky umistily do stabilitnich boxl za podminek dlou-
hodobé a zrychlené stabilitni studie. Vysledky téchto hod-
noceni uvadi tabulka 3. Zrychleny test je ¢ast stabilitni
studie provddéna za extrémnich skladovacich podminek
a slouZi k urychleni fyzikdlnich a chemickych zmén pro-
duktu. Lze ho pouZit také pro ovéfeni stability piipravku
pfi kratkodobém skladovani mimo navrZené podminky
(napf. pti prepravé)”. Ani u jedné z testovanych Sarzi
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi pivod-
nim vzorkem a vzorkem ze zrychlené stabilitni studie.
Dlouhodobé stabilitni testy se provadéji za doporucenych

V4, Ze i v piipadé pouZiti ste-
rilizace y-zafenim nedochézi
ve vzorcich CMC k dal§im degradacnim zméndm a jsou
vhodné pro dlouhodobé skladovéni.

Vysledky prace byly ziskdny za finan¢niho ptispéni TA CR v rdmci
feSeni projektu programu ALFA ¢. TA01010244.

Stiet zajmu: Experiment se provadél ve spoluprici s firmou Holz-
becher spol. s r.0. barevna a bélidlo ZIi¢ v rdmci spole¢ného feseni uve-
deného projektu.
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