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Uvod

Tento dokument popisuje opakovanou vyrobu biopolymernich pén obohacenych o
enyzbiotikum LYSSTAPH T2 pomoci technologie suseni mrazem (lyofilizace). Cilem je dolozit
velmi dobrou reprodukovatelnost parametrl vyrobenych pén pfi opakované vyrobé za
identickych vyrobnich podminek. VSechny vyrobni testy byly provedeny pomoci prliimyslového
pilotniho lyofilizdtoru validovaného pro medicinské aplikace ve vyrobnich prostorach
spolecnosti Collado s.r.o. v Hovoranech v roce 2022.

Popis vyroby

Ptiprava funkéniho vzorku biopolymerni pény obohacené o enzybiotikum LYSSTAPH T2 pro
hojeni ran infikovanych epidemiologicky relevantnimi kmeny Staphyloccocus aureus —
rezistentnich na methicilin (MRSA).

Do 50 ml kadinky bylo ptiddno 30 g vody, 0,15 g bovinniho kolagenu typu | a 0,15 g
karboxymethylované celulézy (CMC). Po dezintegraci obou polymer( ve vodé byl pfidan
LYSSTAPH T2 o koncentraci 100 pg/ml a vse bylo homogenizovano a vylito (20 g) do blistru o
velikosti 5x5 cm.

Proces lyofilizace, ktery poskytuje definované péry vyslednych pén, byl provadén jak na
lyofilizatoru Martin Christ Epsilon 2-10D umisténém ve skupiné ,Pokrocilé biomateridly”
v CEITEC VUT v Brné, tak i na lyofilizatoru SP-VirTis-Genesis 35L pracujicim na principu suseni
mrazem pfri vakuu. Lyofilizace pfi mrazeni v zafizeni probihala pfi -35 °C (CEITEC VUT) nebo pfi
-40 °C (Collado) pod tlakem 1 mBar po dobu 15 hodin, poté nasledovalo sekundarni suseni pfi
25 °C pod tlakem 0,01 mBar az do snizeni Ap (zména tlaku) aZz 0 10 %. V jednom pfipadé byly
vzorky pfedmrazeny v Sokovém mrazicim zafizeni pfi -40 °C. Celkové suseni trvalo cca 24h.

NiZe jsou uvedeny fotografie priprav vzorku lyofilizaci jak v CEITEC VUT v Brné (Obrazek 1), tak
i v Collado s.r.o. v Brné (Obrdazek 2) véetné rozpisu vzork( (Tabulka 1).
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Obrazek 1. VVyroba biopolymerni pény obohacené enzybiotikem LYSSTAPH T2 na laboratornim zarizeni

v CEITEC VUT v Brné.
SP-VirTis-Genesis 35L Biopolymerni smési v blistrech
—> o _ .

Obradzek 2. VVyroba biopolymerni pény obohacené enzybiotikem LYSSTAPH T2 na primyslovém
zarizeni ve spolecnosti Collado s.r.o. v provozovné Hovorany.

Tabulka 1 Prehled a popis pfipravenych vzorki

Oznaceni vzorku Datum pfipravy Mrazeni vzorka
1 (CEITEC VUT) 29.12.2022 Pfimo v lyofilizatoru
2 (Collado) 30.12.2022 Pfimo v lyofilizatoru

V Sokovém mrazicim
3 (Collado) 30.12.2022
zatizeni

Fotografie pfipravenych vzorku

Na Obrazku 3 jsou fotografie vybranych vzork( vSech Sarzi. Zatimco vzorky 1 a 2 mrazené
pfimo v lyofilizatoru (CEITEC i Collado) jsou na prvni pohled identické, vzorek 3 mrazeny
Sokové ma znacné jinou morfologii povrchu zplisobenou mrazem.



1 (CEITECVUT) 2 (Collado) 3 (Collado)

Obrazek 3. Priklad vyrobené biopolymerni pény 1, 2 a 3 obohacené enzybiotikem LYSSTAPH T2.
Vyhodnoceni

Pro potvrzeni kvality vyrobenych pén, které byly plivodné pripravené na laboratornim
lyofilizatoru Martin Christ Epsilon 2-10D v CEITEC VUT (Vzorek 1) bylo provedeno nékolik
raznych testl (vidy v triplikdtu) na pramyslovém pilotnim zatizeni SP-VirTis-Genesis 35L ve
vlastnictvi spolecnosti Collado s.r.o. (Vzorek 2 a Vzorek 3) v ramci realizace ovérené
technologie. V Tabulce 2 je uveden prehled vzorkd (1, 2, 3) a jejich méfitelné vlastnosti.

Tabulka 2 Prehled vzorku a vysledkd velikosti pord

Oznaceni Sitka Délka Vyska Sorpce Velikost pora
vzorku (mm) (mm) (mm) (g vody/g susiny) (um)
1 (CEITEC) 50,83 +0,39 50,64 £ 0,19 5,57 +0,30 16,99 + 2,07 230 + 85
2 (Collado) 50,96 £ 0,22 50,59 + 0,48 5,64 +0,22 16,91 + 0,52 230+ 75
3 (Collado) 50,95 £ 0,65 50,85+ 0,41 5,62 +0,23 17,24 + 0,92 120+ 70

Z Tabulky 2 je patrné, ze velikost (Sitka, délka a vyska) ptipravenych vzorkd 1, 2 a 3 byla velmi
srovnatelna a lisi se pouze v desetinach milimetrd, coz je ze statistického hlediska vzhledem
k jejich odchylce zanedbatelné. Sorpce tekutiny (fyziologicky roztok, pH = 7,3) mé¥ena dle CSN
EN 13726-1 byla vypoctena dle vzorecku:

hmotnost (mokry) —hmotnost (suchy)

g
Sorpce (=) =
14 (g)

hmotnost (suchy)

Z hodnot je zfejmé, Ze vzorecky 1 a 2 maji sorpci kolem 16,9 g tekutiny/g susiny, zatim co
vzorek 3 mél sorpci jen malinko vys$si (17,2 = cca 2% rozdil). Nicméné, vSechny hodnoty jsou
velmi podobné bez vyraznéjsiho rozdilu.

Morfologické slozZeni

Pfipravené pény byly nejprve charakterizovany z hlediska morfologie (struktury) pomoci
elektronové mikroskopie (MIRA 3, Tescan) a podrobeny detailni analyze velikosti poru
(program Imagel). Jak je patrné z Obrazku 4, vyrobené pény ¢. 1 a 2 mély ve vSech pfipadech
velmi péknou a pravidelnou pdrovitou strukturu na rozdil od vzorku 3, ktery mél rQizné
orientované pory vytvorené v dusledku prudkého zamrazeni.




Velikost jednotlivych péri vypoctend ze snimkd SEM (minimalné ze 100 pord, 3x opakovano)
byla u vzork( 1 a 2 naprosto identicka, a to 230 um, jak je patrné jak z Tabulky 2 tak i z grafu
distribuce (Cetnosti zastoupeni jednotlivych poért) na Obrazku 5 (zelena a modrd barva
sloupct). Oproti tomu vzorek 3 ma péry témér polovicni, jen kolem 120 um jak dokazuje i
distribuce por(, z nichz nejvice péru je pouze kolem 80 um. Toto je dano prudkym zamrazenim
vzoreckl v Sokeru, kdy se udélaji pouze malé krystalky vody, které ndsledné vysublimuji. U
vzorkd 1 a 2 pozvolné zamrazovani vytvori homogenni mnohem vétsi krystalky vody, které
nasledné po sublimaci vytvofi pory. Porozita viech vzoreckl byla shodna - 98 %.
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Obrazek 4. Morfologie biopolymerni pény obohacelé enzybiotikem LYSSTAPH T2 vyrobené v
lyofilizatoru v CEITEC VUT (vzorek 1) a v lyofilizatoru Collado (vzorek 2 a 3) vyfocené pomoci SEM -
skenovaciho elektronového mikroskopu MIRA 3 (Tescan, Brno).
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Obrazek 5. Distribuce port biopolymernich pén 1, 2 a 3 obohacenych enzybiotikem LYSSTAPH T2.

Mikrobialni testy

Antibakterialni G€inky byly testovany (VUVeL Brno) na krevnim agaru pro pény uréené na lé¢bu
ran infikovanych kmeny Staphylococcus aureus. Z Obrazku 5 je patrné, Ze i po preneseni
technologie na prlimyslové zafizeni, se tvofily na téchto vzorcich inhibi¢ni zéony, které vznikly
potlacenim rlstu jiz zminéného bakteridlniho kmenu.

Obrdzek 5 Krevni agar + S. aureus kmen 244(ST 8) + pény s LYSSTAPH-T2 (1 — 6 konc. = 65; 43; 26; 10;
5and 3 ug).



Zavér: Z vysledkd je patrné, Ze pouZita technologie umoznuje dosahovat reprodukovatelnych
vysledki - parametry pén jsou vyborné, pficemz rozptyl parametrickych hodnot je z
pramyslového hlediska akceptovatelny a statisticky nevyznamny predevsim u pén mrazenych
primo v lyofilizdtorech (at uz v CEITEC VUT nebo Collado s.r.0.).

Ptilohy:

1. SMLOUVA O OVERENI TECHNOLOGIE mezi VUVel, CEITEC VUT a Collado s.r.o. podepsand
28.11.2022

2. Validace vyutziti lyofilizatoru SP-VirTis-Genesis 35L pro medicinské aplikace umisténého ve
firmé Collado s.r.o. (provozovna Hovorany).

V Brng, 30.12. 2022

RNDr. JANDA Lubomir, Ph.D. (VUVel, Brno)

Doc. Ing. Lucy Vojtova, Ph.D. (CEITEC VUT v Brné)

Marcela Dohnalova (Collado s.r.o., Brno)
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