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Souhrn

Karboxymethylcelulosa, hlavnû její sodná sÛl mají
v podobû pomocn˘ch látek mnohostranné vyuÏití ve far-
macii. Z terapeutického hlediska se sodná sÛl karboxy-
methylcelulosy uplatÀuje ve v˘robû moderních krytí na
rány umoÏÀujících vlhké hojení. Krytí na rány musí b˘t
sterilní a stabilní po celou dobu pouÏitelnosti pfii ucho-
vávání za rÛzn˘ch teplotních podmínek. V souãasné
dobû je k dispozici fiada sterilizaãních metod. V pfiípadû
polymerních látek je dÛleÏité, aby zvolen˘ postup sterili-
zace nevyvolával zmûny ve struktufie polymeru, jako ‰tû-
pení polymerních fietûzcÛ, zmûny zesítûní apod. Tato prá-
ce hodnotí vliv rÛzn˘ch sterilizaãních metod (γ-záfiení,
β-záfiení, ethylenoxid) na stabilitu karboxymethylcelulo-
sy a dále stabilitu v podmínkách zrychlené a dlouhodobé
stabilitní studie. Hodnocení vzorkÛ je provedeno
s vyuÏitím rozmûrovû vyluãovací chromatografie.
Z dosaÏen˘ch v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe sterilizace ethyleno-
xidem pfiedstavuje nej‰etrnûj‰í variantu z testovan˘ch
zpÛsobÛ sterilizace. V pfiípadû pouÏití sterilizace γ-záfie-
ní docházelo ke zmûnám velikosti molekuly karboxy-
methylcelulosy. V prÛbûhu zrychlené a dlouhodobé sta-
bilitní studie, ale nebyly dal‰í degradaãní zmûny
pozorovány a takto sterilizované vzorky jsou vhodné pro
dlouhodobé skladování.

Klíãová slova: karboxymethylcelulosa • sterilizace • sta-
bilitní studie • rozmûrovû vyluãovací chromatografie

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 (γ–radiation,
β–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 γ-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

Úvod

Hodnocené krytí na rány ve formû netkané textilie
pfiedstavuje karboxymethylcelulosu (CMC) v kyselé for-
mû (CMC H) nebo jako její sodnou sÛl (CMC Na). Jako
kaÏdé krytí na rány musí b˘t v první fiadû sterilní
a samozfiejmû stabilní po celou dobu pouÏitelnosti pfii
uchovávání za rÛzn˘ch teplotních podmínek.
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K zaji‰tûní sterility se krytí na rány vyrábí za podmí-
nek vyhovujících poÏadavkÛm Správné v˘robní praxe
a na závûr v˘robního procesu se sterilizují. Úãelem ste-
rilizaãního procesu je inaktivace jakékoliv pfiítomné
mikrobiální kontaminace.

V souãasné dobû je k dispozici fiada sterilizaãních
metod, neexistuje v‰ak metoda, která by se hodila pro
v‰echny látky ãi pfiípravky, kaÏdá má své kladné
a záporné stránky. V pfiípadû polymerních látek, kam
CMC patfií, je dÛleÏité, aby zvolen˘ postup nevyvolával
strukturální zmûny polymeru, jako ‰tûpení polymerních
fietûzcÛ, zmûny zesítûní apod. pfiípadnû, aby tyto zmûny
neovlivÀovaly v˘znamnû mechanické a dal‰í vlastnosti. 

Sterilizaãní metody pouÏitelné v pfiípadû krytí na rány
zahrnují sterilizaci teplem (nasycenou párou pod tla-
kem), sterilizaci ionizujícím záfiením a sterilizaci ply-
nem1). Sterilizace nasycenou párou pod tlakem (auto-
kláv) patfií mezi nejspolehlivûj‰í metody a je ‰iroce
pouÏívána k sterilizaci léãiv˘ch pfiípravkÛ
a zdravotnick˘ch prostfiedkÛ. Úãinnû a rychle niãí mik-
roorganismy, nezanechává rezidua a je relativnû levná.
Podmínkou v‰ak je termostabilita látek i pouÏit˘ch oba-
lÛ2). V pfiípadû CMC H a CMC Na nemÛÏe b˘t tato meto-
da uplatnûna, jednak proto, Ïe materiál je citliv˘ na
nadmûrnou vlhkost (absorbuje a bobtná), a téÏ proto, Ïe
sekundární obal krytí tvofií vysokodenzitní netkan˘ poly-
ethylen (TYVEK®), kter˘ se nehodí pro sterilizaci tep-
lem.

Pro termolabilní látky mÛÏe b˘t alternativou ionizují-
cí záfiení. V souãasné dobû patfií tato metoda mezi
základní pro sterilizaci zdravotnick˘ch prostfiedkÛ (‰icí
materiál, implantáty aj.). Vystavení materiálu pÛsobení
γ-záfiení z vhodného zdroje (napfi. kobalt-60) nebo svaz-
ku elektronÛ o vysoké energii vycházejících z vhodného
urychlovaãe elektronÛ (β-záfiení) v odpovídajících dáv-
kách (nejãastûji 25 kGy) zaruãuje sterilitu produktu2).
Nicménû se nehodí pro sterilizaci v‰ech typÛ polymerÛ,
protoÏe i minimální dávky ionizujícího záfiení mohou
zpÛsobit zmûny v polymerních fietûzcích3). Z hlediska
citlivosti na ionizující záfiení se polymery znaãnû li‰í,
a je obtíÏnû pfiedpovûdût jejich vlastnosti po ozáfiení.
γ- a β-zá fiení se li‰í hloubkou a rychlostí penetrace do
materiálu, av‰ak úãinky na fyzikální ãi mechanické
vlastnosti jsou podobné (degradace, ‰tûpení fietûzcÛ,
zmûna zesítûní), napfi. je známo, Ïe u kolagenu pÛsobí
γ-záfiení fragmentaci fietûzcÛ, v dÛsledku ãehoÏ vznikají
slouãeniny o niÏ‰í molekulové hmotnosti s hor‰ími
mechanick˘mi vlastnostmi1).

Sterilizace plynem (pfieváÏnû ethylenoxidem – EtO)
pfiedstavuje dal‰í moÏnost pro polymery citlivé na teplo-
tu a vlhkost. EtO má dostaãující úãinnost pfii niÏ‰ích tep-
lotách, snadno penetruje do materiálu a je kompatibilní
s ‰irokou ‰kálou látek. UmoÏÀuje rychlou a spolehlivou
inaktivaci bakteriálních zárodkÛ naru‰ením enzymov˘ch
systémÛ a DNA. EtO je v‰ak hofilav˘ a v˘bu‰n˘, mÛÏe
reagovat s fiadou funkãních skupin; rovnûÏ rezidua plynu
v zdravotnick˘ch prostfiedcích mÛÏe ohrozit jejich bio-
kompatibilitu, proto je nezbytné dÛkladné odvûtrání ste-
rilizovaného materiálu2). 

O moÏném vlivu ionizujícího záfiení na CMC bylo
pojednáváno v fiadû v˘zkumn˘ch prací, i kdyÏ se pokusy
vût‰inou t˘kaly CMC v jiné formû neÏ textilního krytí,

napfi. v podobû roztoku4), ãi ve formû tuhé nebo polotu-
hé5, 6). Nepodafiilo se v‰ak najít zdroje vûnované vlivu
EtO na vlastnosti CMC. 

Cílem této práce bylo posoudit stabilitu vzorkÛ CMC
ve formû textilního krytí pfii pouÏití rÛzného zpÛsobu ste-
rilizace a následnû posoudit stabilitu sterilizovan˘ch
vzorkÛ po ukonãení zrychlené a dlouhodobé stabilitní
studie.

Pokusná ãást

Materiál
Vzorky karboxymethylcelulosy ve formû plo‰ného

krytí urãeného k hojení ran dodala firma Holzbecher spol.
s r.o. barevna a bûlidlo Zlíã. U testovan˘ch vzorkÛ (tab.
1) se v rámci stabilitní studie hodnotil vliv rÛzn˘ch typÛ
sterilizace (γ-záfiení, β-záfiení, EtO) a vliv dlouhodobého
skladování (zrychlená a dlouhodobá stabilitní studie).

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

Vzorek ·arÏe DS 

CMC H  247/2010 0,386  

CMC Na  255/2010 0,353  

CMC Na 281/2011 0,394  

CMC H  282/2011 0,358  

CMC Na  283/2011 0,351  

CMC H  295/2011 0,352 

Sterilizace vzorkÛ
Sterilizace γ-záfiením byla provedena firmou Bioster,

a.s., âeská republika. Jako zdroj záfiení byl pouÏit radio-
izotop Co-60, technické zafiízení pro sterilizaci dodala
firma Atomic Energy of Canada (nyní Nordion Internati-
onal). Celková obdrÏená dávka po jednom ozáfiení byla
25 kGy, vzorky, které pro‰ly dvûma cykly sterilizace,
obdrÏely dávku 50 kGy.

Sterilizace β-záfiením byla provedena firmou BGS
BETA-GAMMA-SERVICE GmbH&Co., Nûmecko.
Jako zdroj záfiení byl pouÏit 10 MeV urychlovaã elektro-
nÛ. Absorbovaná dávka neklesla pod 25 kGy, prÛmûrná
absorbovaná dávka byla 26,8 kGy.

Sterilizace ethylenoxidem byla provedena firmou
DINA-HITEX, s r.o., âeská republika. Sterilizace probí-
hala ve vakuovém sterilizaãním zafiízení v˘robce Mallet
division de C.A.T.S., Francie, objem sterilizaãní komory
14,5 m3. Vzorky byly pfiedkondicionovány v pfiede -
hfiívací místnosti po dobu 12 hodin pfii teplotû 50 °C
a vlhkosti 50 %. Samotná sterilizace probíhala pfii teplo-
tû 50 °C a vlhkosti 50 % v podtlakové sterilizaãní komo-
fie (hodnota dosaÏeného vakua 125 mbar). Jako sterili-
zaãní médium byl pouÏit N-plyn (100% ethylenoxid)
v mnoÏství 12 kg, doba pÛsobení plynu byla 4 hodiny. Po
sterilizaãním cyklu následovalo vûtrání v komofie sloÏe-
né z osmi proplachovacích cyklÛ (kaÏd˘ cyklus 20 mi -
nut) pfii 50 °C a následnû 3 dny v desorpãním prostoru pfii
teplotû 35 °C.

Zrychlená a dlouhodobá stabilitní studie
Pfii zrychlené stabilitní studii byly vzorky sterilizova-

né γ-záfiením dávkou 25 kGy a uchovávány po dobu 6
mûsícÛ pfii teplotû 40 °C a relativní vzdu‰né vlhkosti
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75 %. Pfii dlouhodobé stabilitní studii byly vzorky steri-
lizované γ-záfiením dávkou 25 kGy a uchovávány po
dobu 12 mûsícÛ pfii teplotû 25 °C a relativní vzdu‰né vlh-
kosti 60 %.

Rozmûrovû vyluãovací chromatografie (Size exclusion
chromatography, SEC)

Zmûny v testovan˘ch vzorcích byly hodnoceny
s vyuÏitím rozmûrovû vyluãovací chromatografie. Roz-
pou‰tûní vzorkÛ bylo provedeno následujícím zpÛsobem:
Vzorky byly ponechány v malém mnoÏství ãi‰tûné vody
pfii teplotû –20 °C po dobu 24 hodin. Po rozmrznutí byly
vzorky rozpu‰tûny v roztoku NaOH o koncentraci
4,0 mol . l-1 a doplnûny ãi‰tûnou vodou na v˘slednou
koncentraci NaOH ve vzorku 2,0 mol . l-1. Takto pfiipra-
vené roztoky byly míchány po dobu 24 hodin za labora-
torní teploty. Pfied provedením chromatografické separa-
ce byly vzorky 10krát nafiedûny ãi‰tûnou vodou na
v˘slednou koncentraci karboxymethylcelulosy
0,1 mg . ml-1 a zfiltrovány pfies membránov˘ filtr
o velikosti pórÛ 0,45 μm. Vzorky se pfiipravovaly pfied
kaÏd˘m mûfiením vÏdy ãerstvé. 

Pro stanovení se pouÏil vysokoúãinn˘ kapalinov˘
chromatograf HP 1100 (Agilent Technologies, USA)
s kvarterní pumpou, automatick˘m dávkovaãem
a refraktometrick˘m detektorem. Chromatografická
separace byly provedeny na kolonû Shodex OHpak SB-
806M HQ (300 × 0,8 cm; velikost ãástic 13 μm)
s pfiedkolonou Shodex OHpak SB-G (50 × 0,6 cm). Jako
mobilní fáze byl pouÏit 0,1 mol . l-1 roztok NaCl v ãi‰tûné
vodû, rychlost prÛtoku mobilní fáze byla 0,5 ml . min-1,
teplota kolony byla 25 °C. Velikost nástfiiku vzorku byla
100 μl. Celková délka anal˘zy byla 40 minut.

Statistické zpracování v˘sledkÛ
Rozdíly mezi analyzovan˘mi vzorky byly hodnoceny

na základû srovnání retenãních ãasÛ píku karboxyme -
thylcelulosy. Statistické hodnocení se provedlo metodou
ANOVA na hladinû v˘znamnosti α = 0,01 (poãet vzorkÛ
n = 3).

V˘sledky a diskuze

Hodnocené vzorky CMC (tab. 1) se odli‰ovaly zpÛso-
bem sterilizace (γ-záfiení, β-záfiení, EtO). Vliv sterilizace
γ-záfiením se hodnotil u tfií ‰arÏí, 281/2011, 283/2011

a 295/2011. V‰echny tfii vzorky obdrÏely v˘slednou dáv-
ku záfiení 25 kGy, u ‰arÏí 295/2011 a 281/2011 se testo-
val také vliv opakované sterilizace s celkovou obdrÏenou
dávkou záfiení 50 kGy. U v‰ech ‰arÏí byl zji‰tûn statistic-
ky v˘znamn˘ rozdíl mezi vzorkem nesterilizovan˘m
a vzorkem sterilizovan˘m γ-záfiením. Na obrázku 1 je
dobfie patrn˘ posun píku k vy‰‰ím retenãním ãasÛm
u sterilizovaného vzorku, coÏ ukazuje na zmûnu velikos-
ti makromolekuly karboxymethylcelulosy. Také mezi
vzorkem sterilizovan˘m dávkou 25 kGy a vzorkem ste-
rilizovan˘m dávkou 50 kGy byl zji‰tûn statisticky
v˘znamn˘ rozdíl (295/2011), kter˘ potvrdil vliv obdrÏe-
né dávky záfiení na stabilitu produktu. Toto zji‰tûní bylo
ovûfieno i anal˘zou vzorku 281/2011 po aplikaci dávky
25 kGy a 50 kGy (tab. 2). Vzhledem k oãekávan˘m
v˘sledkÛm byly vzorky ‰arÏe 281/2011 mûfieny pouze
1krát. 

Vliv sterilizace β-záfiením se hodnotil u tfií ‰arÏí,
282/2011, 283/2011 a 295/2011. V‰echny tfii vzorky
obdrÏely v˘slednou dávku záfiení 25 kGy. U ‰arÏí
282/2011 a 283/2011 byl zji‰tûn statisticky v˘znamn˘
rozdíl mezi nesterilizovan˘m vzorkem a vzorkem sterili-
zovan˘m β-záfiením. I zde je patrn˘ posun píku vzorku
na chromatogramu smûrem k vy‰‰ím retenãním ãasÛm
(obr. 1), coÏ odpovídá zmûnám velikosti makromolekuly
karboxymethylcelulosy. U ‰arÏe 295/2011 nebyl zji‰tûn
statisticky v˘znamn˘ rozdíl mezi vzorkem nesterilizova-
n˘m a sterilizovan˘m β-záfiením (tab. 2).

Obr. 1. Chromatogramy vzorků CMC Na šarže 283/2011 ste-
rilizovaných γ-zářením (− ·−), β-zářením (−··−), ethylenoxi-
dem (---) a nesterilizovaných (—)

Tab. 2. Vliv sterilizační metody na stabilitu vzorků CMC

·arÏe Metoda sterilizace 

nesterilní vzorky γ-záfiení γ-záfiení β-záfiení ethylenoxid

(25 kGy) (50 kGy) (25 kGy) 

tR (min) 

282/2011a 16,40 ± 0,05 – b – b 17,41 ± 0,03* 16,26 ± 0,08  

283/2011a 16,68 ± 0,04 17,58 ± 0,05* – b 17,31 ± 0,07* 16,61 ± 0,07  

295/2011a 17,77 ± 0,03 18,15 ± 0,06* 18,65 ± 0,09* 17,74 ± 0,01 – b 

281/2011c 16,23 17,68 18,21 – b – b 

a v˘sledky jsou udávány ± smûrodatná odchylka ze tfií mûfiení
b vzorek nebyl k dispozici
c v˘sledky anal˘z z jednoho mûfiení
* statisticky v˘znamn˘ rozdíl (α = 0,01) vzhledem k nesterilizovanému vzorku dané ‰arÏe
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podmínek skladování pro
urãení doby pouÏitelnosti9).
Ani u jedné z testovan˘ch ‰ar-
Ïí nebyl nalezen statisticky
v˘znamn˘ rozdíl mezi pÛvod-
ním vzorkem a vzorkem
z dlouhodobé stabilitní studie.
Ze získan˘ch v˘sledkÛ vypl˘-
vá, Ïe i v pfiípadû pouÏití ste-
rilizace γ-záfiením nedochází

ve vzorcích CMC k dal‰ím degradaãním zmûnám a jsou
vhodné pro dlouhodobé skladování.

V̆ sledky práce byly získány za finanãního pfiispûní TA âR v rámci

fie‰ení projektu programu ALFA ã. TA01010244.

Stfiet zájmÛ: Experiment se provádûl ve spolupráci s firmou Holz-

becher spol. s r.o. barevna a bûlidlo Zlíã v rámci spoleãného fie‰ení uve-

deného projektu.
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a v˘sledky jsou udávány ± smûrodatná odchylka ze tfií mûfiení

Tyto v˘sledky odpovídají poznatkÛm publikovan˘m
v dostupné literatufie, kde pfii sterilizaci roztokÛ karboxy-
methylcelulosy stejnou dávkou γ- a β-záfiení jako
v tomto experimentu byl sledován pokles jejich viskozi-
ty, která pfiímo souvisí s velikostí makromolekuly. Dle
údajÛ z literatury byl pokles viskozity u vzorkÛ sterilizo-
van˘ch γ-záfiením více neÏ 90%, u vzorkÛ sterilizova-
n˘ch β-záfiením klesla viskozita pfiibliÏnû o 70 %4, 7, 8).

Vliv sterilizace ethylenoxidem se sledoval u ‰arÏí
282/2011 a 283/2011. Ani u jedné z testovan˘ch ‰arÏí
nebyl nalezen statisticky v˘znamn˘ rozdíl mezi nesteri-
lizovan˘m a sterilizovan˘m vzorkem (tab. 2).

Z uveden˘ch v˘sledkÛ lze vyvodit, Ïe ze v‰ech tfií tes-
tovan˘ch zpÛsobÛ pfiedstavuje sterilizace ethylenoxidem
nej‰etrnûj‰í metodu z pohledu degradace polymerní
molekuly CMC. EtO je v‰ak schopen reagovat s fiadou
funkãních skupin za vzniku rÛzn˘ch derivátÛ. Stanovení
takov˘chto produktÛ bude souãástí dal‰ího testování stu-
dovan˘ch vzorkÛ. Dále bude tfieba posoudit, zda pozoro-
vané zmûny v pfiípadû sterilizace γ- nebo β-záfiením mají
v˘znamn˘ vliv na ostatní (fyzikální, mechanické) vlast-
nosti produktu, napfi. schopnost pojmout dostateãné
mnoÏství tekutiny, pevnost v˘sledného krytí nebo schop-
nost nelepit se k ránû.

V dal‰í ãásti práce se sledoval vliv dlouhodobého skla-
dování na stabilitu vzorkÛ CMC (‰arÏe 247/2010
a 255/2010) sterilizovan˘ch γ-záfiením. Po sterilizaci se
vzorky umístily do stabilitních boxÛ za podmínek dlou-
hodobé a zrychlené stabilitní studie. V̆ sledky tûchto hod-
nocení uvádí tabulka 3. Zrychlen˘ test je ãást stabilitní
studie provádûná za extrémních skladovacích podmínek
a slouÏí k urychlení fyzikálních a chemick˘ch zmûn pro-
duktu. Lze ho pouÏít také pro ovûfiení stability pfiípravku
pfii krátkodobém skladování mimo navrÏené podmínky
(napfi. pfii pfiepravû)9). Ani u jedné z testovan˘ch ‰arÏí
nebyl nalezen statisticky v˘znamn˘ rozdíl mezi pÛvod-
ním vzorkem a vzorkem ze zrychlené stabilitní studie.
Dlouhodobé stabilitní testy se provádûjí za doporuãen˘ch

Tab. 3. Výsledky hodnocení vzorků CMC ze stabilitních studií

·arÏe PÛvodní vzorek Zrychlená  Dlouhodobá 

stabilitní studie stabilitní studie 

tR (min) 

247/2010a 18,09 ± 0,06 17,97 ± 0,04 18,01 ± 0,08  

255/2010a 17,65 ± 0,07 17,73 ± 0,08 17,77 ± 0,07 
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