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SOUHRN

Vliv tepelného oSetieni ethylcelulosového filmu na rychlost uvoliiovani sodné soli diklofenaku
z pelet

Pelety opatfené obalem fidicim uvoliiovani 1éCiva jsou oblibenou perordlni 1ékovou formou
pouzivanou v medicinské praxi. V soucasné dobé se dava prednost obaliim z nerozpustnych
polymert nanesenym na ucinné pelety ve formé vodnych disperzi. Vodné disperze polymeru
se vSak v prib&hu procesu obalovani i po ném chovaji jinak neZ jejich roztoky v organickych
rozpoustédlech. Vznik stabilniho filmu na povrchu pelet je podminén koalescenci kapek pti
optimdlni teploté. Experimentdlni studie se zaméfila na sledovani zmén disolu¢nich profilt
sodné soli diklofenaku z obalenych pelet pfi rizném tepelném oSetfeni polymerovych obalt
z vodné disperze ethylcelulosy (1-72 hodin pfi teploté 60 °C). Rychlost uvoliiovani 1é¢iva se
s rostouci dobou oSetfeni obalu zpocatku sniZovala. Disoluc¢ni kfivka vzorka oSetfovanych po
dobu 24 hodin se nejvice blizila pfimce, pfi del§im zahfivani se 1é¢ivo uvolilovalo opét
rychleji. Vzorky obalenych pelet naplnéné do tvrdych Zelatinovych tobolek, zabalené do
blistru se ulozily do tfi stabilitnich rezimt (25 °C/ 60 % vzdus$né vlhkosti, 30 °C/ 65 %
vzdu$né vlhkosti, 40 °C/ 75 % vzdu$né vlhkosti) a sledovaly se po dobu Sesti az dvanacti
mésict. Nejlepsich vysledkt dosahl vzorek s izolaéni vrstvou a obalem oSetfenym pii 60 °C
po dobu 24 hodin.

Klicova slova: pelety — vodna disperze ethylcelulosy — tepelné oSetfeni obalu — disolu¢ni profil
léciva — stabilita

Ces. slov. Farm.; 2007; 56, 235-242

SUMMARY

Effect of thermal curing of the ethyl cellulose film on the rapidity of release of diclofenac
sodium from pellets

Coated pellets controlling drug release are a very popular dosage form which is widely used in
medical practice. At present the coatings of water-insoluble polymers formed from aqueous
dispersions are preferred. However, film formation from an aqueous polymeric dispersion is
different from that from their organic solutions. A stable film on the pellets surface is produced
by coalesces of discrete latex particles at an optimum temperature. The present experimental
paper studied the changes of diclofenac sodium dissolution profiles from coated pellets, when
their coatings from an aqueous polymeric dispersion of ethyl cellulose were cured for different
time periods (1-72 hours) and a temperature of 60 °C. Drug release rate was decreasing with the
increasing time of the layer curing up to 24 hours. At this time the dissolution curve was similar
to a strait line. When the curing time further increased, the drug release was again faster. All
prepared samples (with or without seal coat, cured for a period of 24 hour or uncured) were
filled into hard gelatine capsules and stored in blisters in three different stability boxes
(25 °C/60 % RH, 30 °C/65 % RH, 40 °C/75 % RH) for 6 or 12 months. The best drug dissolution
profile and stability were observed for the pellets with the seal coat and ethyl cellulose coating
cured for 24 hours.
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Uvod

Ethylcelulosa se ve farmacii pouZiva jako pojivo, l4t-
ka upravujici (zvySujici) viskozitu polotuhych 1ékovych
forem a zejména jako filmotvorna latka » — patii mezi
nejCastéji pouzivané ve vodé nerozpustné polymery pro
filmové obalovani pevnych 1ékovych forem 2. Ethylcelu-
losa tvofti obaly, které maskuji nepfijemnou chut, zvysu-
ji stabilitu pfipravku a modifikuji uvoliovani 1éc¢iva
z 1ékové formy V.

Chemicky se jednd o ethylether celulosy, polymer
skladajici se z anhydroglukosovych jednotek spojenych
acetylovymi mustky. Kazda anhydroglukosova jednotka
ma tfi hydroxylové skupiny, které jsou ethoxylované
v poméru 2,25-2,60 na jednotku. Celkovy obsah ethoxy-
lu je 44-51 % V.

Ve vodé nerozpustnd ethylcelulosa se ve filmovém
obalovani pouZziva bud jako roztok v organickém roz-
poustédle, nebo je na trhu dostupna jako vodna latexova
disperze (napf. Aquacoat®, Surelease®)”. Vzhledem
k ochrané Zivotniho prostfedi je snaha nahrazovat orga-
nické roztoky vodnymi latexovymi disperzemi ¥. Tvorba
a vznik kontinuédlniho filmu z latexové disperze a orga-
nického roztoku se lisi.

Tvorba filmu z polymerniho roztoku je jednodussi.
Molekuly polymeru jsou v organickém rozpoustédle roz-
pustény. Po nastfiku roztoku na povrch jadra se rozpou-
Stédlo odpatuje, koncentrace polymeru se zvySuje. Jed-
notlivé navzdjem propletené fetézce polymeru se k sobé
priblizuji. Koncentrace polymeru déle vzrastd az k bodu,
ve kterém se molekuly polymeru pfestanou pohybovat.
Pozvolné vyparovani rozpoustédla pokracuje difuzi jiz
»suchym® filmem. Rychlost vypafovani rozpoustédla
zavisi na velikosti volného prostoru mezi molekulami
polymeru. ZmenSovanim prostoru mezi molekulami se
vypafovani zpomaluje. Nakonec je volny prostor tak
maly, Ze dals§i vyparfovani rozpoustédla uzZ neni mozné
a utvéii se pevny film 4.

Tvorba filmu z polymerni disperze je slozit&jsi proces.
Polymer se v disperzi nachazi ve formé jednotlivych oddé-
lenych &astic, které se k sobé béhem tvorby filmu musi pii-
bliZit, splynout a vytvofit kontinudlni vrstvu ¥. Po nastiiku
kapaliny na pevny povrch se voda rychle vypafuje a mole-
kuly polymeru se k sobé priblizuji. Vznika tlak vyvola-
ny kapilarnimi silami, ktery pfekonava odpudivé sily mezi
oddélenymi Casticemi polymeru, Castice se deformuji
a pozvolna spojuji za vzniku kontinualniho filmu ©.

VEtSina polymert pouZivanych pro filmové obalovani
je amorfni povahy a pfi obycejné teploté existuji v tzv.
sklovitém stavu. Jejich vlastnosti jsou podobné anorga-
nickému sklu — jsou kiehké a tvrdé ©. Aby tvofily film
musi byt mechanicky deformovatelné. Takové jsou pii

teplotach vysSich neZ teplota sklovitého prechodu (Tg),
kdy se vyznamné zvySuje pohyblivost fetézclii poly-
meru 7, polymer se stavd mékkym a flexibilnim ©. Tep-
lota sklovitého prechodu ethylcelulosy je, stejné jako
u vetsiny polymert, velmi vysoka 125-133 °C ¥. Po pfi-
dani zmékcovadla se tato teplota vyrazné snizi (T, pro
film sloZeny z ethylcelulosy a 24 % dibutylsebakatu je
44 °C ). Aby se kontinudlni film mohl vytvofit, musi
pouZité teplota procesu dosahovat minimalné T_©.
Kvalitu vzniklého filmu ovliviiuje zejména teplota
pouZita pfi naniSeni obalu, ale také pripadné dalsi tepel-
né oSetfeni filmu (,,curing). Doby pouZité pro toto
nasledné oSetfeni se pro vodnou disperzi ethylcelulosy
pohybuji od 2 hodin ® po 24 hodin ?. V literatuie lze
nalézt informace, Ze v ptipad¢ vynechani oSetfeni filmu je
tento napiiklad citlivy na zmény pH disolu¢niho média ®.
Jiné studie tvrdi, Ze oSetieni filmu nema na disolu¢ni pro-
fil Zadny vliv 2. Pro tepelné oSetieni obalt z vodné dis-
perze Surelease se nejcastéji uvadi teplota 60 °C %19,
Cilem této prace bylo zjistit, jakym zpisobem ovliv-
fuji disolucni profil 1é¢iva z pelet opatfenych ethylcelu-
losovym obalem (Surelease®) nasledujici faktory: mnoz-
stvi  nanesené polymerni disperze, aplikace
hypromelosového meziobalu, délka oSetfeni obalu
a skladovani vzorku ve tfech riznych stabilitnich reZi-
mech. Jako modelové 1écivo se vybral diklofenak sodny.

POKUSNA CAST

Materidl

V priaci se pouzily nasledujici suroviny: inaktivni jadra
z mikrokrystalické celulosy Celphere CP-507 (Asah Kogyo,
Japonsko), hypromelosa Pharmacoat 606 (Syntapharm,
Némecko), diklofenak sodny (Amoli organics LTD., Indie),
hypromelosa Methocel E (Colorcon, Velkd Britdnie), vodna
disperze obsahujici 25 % ethylcelulosy, hydroxid amonny, hyd-
rogenovany kokosovy olej a kyselinu oleovou — Surelease®
E — 719010 'V (Colorcon, Velka Britdnie) a Zelatinové tobolky
o velikosti 0 (Capsugel, Belgie).

Vyroba pelet

Na inaktivni jadra se ve fluidni jednotce typu Wurster zafi-
zeni MP1 (Aeromatic — Fieder AG, Svycarsko) vrstvila vodna
suspenze 1é¢iva o sloZeni: 10 % diklofenaku sodného a 2 %
Pharmacoatu 606. Proces probihal pfi teploté produktu 45 °C,
vrstveni se provadélo tryskou o priméru 1 mm, za tlaku vzdu-
chu 1,7 10° Pa, nastiikovou rychlosti 30 g/min. Teoreticky
obsah léciva v peletach byl 20 %.
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Naneseni meziobalu

Ve fluidni jednotce typu Wurster zafizeni MP 1 se na Cdst
vyrobenych pelet nanesla izola¢ni vrstva z Methocelu E ve for-
mé 6% vodného roztoku, pfi teploté produktu 40 °C a rychlos-
ti nastfiku 10-20 g/min. Hmotnost naneseného meziobalu tvo-
fila 5 % hmotnosti pelet.

Obaleni pelet vodnou disperzi ethylcelulosy

Vodnou disperzi ethylcelulosy, nafedénou dle doporuceni
vyrobce tak, Ze obsahovala 15 % polymeru, se obalily pelety se
sodnou soli diklofenaku (Sarze DEC) a pelety se sodnou soli
diklofenaku a izola¢ni vrstvou Methocelu E (Sarze DMEC).
Naneseni filmového obalu probéhlo ve stejném zafizeni jako
vrstveni a izolace, pfi teploté produktu 40 °C. Retardujici poly-
mer se nandsel tryskou o priméru 0,8 mm néstiikovou rychlo-
sti 20 g/min.

Tepelné oSetieni obalu

Po naneseni a ususeni obalu se ¢ast vzorku tepelné oSet-
fila. Pouzila se suSarna Horo typ 048B (Dr.Ing. A. Hof-
mann, Némecko) vyhtdta na 60 °C. Nejprve se oSetfovalo
asi 10 g vzorku v riznych ¢asovych intervalech (1, 2, 4, 8,
24, 48, 72 hodin). Po nalezeni optimalni doby oSetieni se
stejnym zpusobem oSetfila polovina vSech vyrobenych
vzorku pelet (vznikla Sarze DEC 24, DMEC 24), druhé
poloviny vzorkl zustaly bez tepelného oSetieni (vznikla
sarze DEC, DMEC).

Stabilitni studie

Vybrané vzorky pelet byly na zafizeni Zanasi Z6E naplnény
do Zelatinovych tobolek. Hmotnost jedné tobolky byla zvolena
tak, aby obsah 1é¢iva v jedné davce byl 75 mg. Tobolky se
zabalily do blistri tvofenych z polyvinylchloridové a hlinikové
folie.

Takto pripravené vzorky se ulozily do stabilitnich boxt za
nasledujicich podminek:

e piirozené stability (PS) — 25 °C/60 % vzdusné vlhkosti,

e zrychlené stability (ZS) — 30 °C/65 % vzdusné vlhkosti,

e zrychlené stability (ZS) — 40 °C/75 % vzdu$né vlhkosti.

Tab. 1. Vlastnosti pelet s lé¢ivem

B

Hodnoceni jakostnich parametru pelet

U vyrobenych ndahodné vybranych aktivnich i neobalenych
pelet se hodnotila distribuce velikosti ¢astic (zafizeni pro sito-
vou analyzu AS 200 basic, Retsch GmbH & Co., Némecko),
tvar (elektronovy mikroskop HITACHI-S-4300, Hitachi scien-
tific instruments, Japonsko, pocet hodnocenych ¢astic 200),
odér (friabilator Roche typ Tar 10, Erweka GmbH, Némecko,
pocet stanoveni n=3), pevnost (Tablet hardness & compresion
tester typ C5, Engineering systems, Velkd Britanie, n=10), hus-
tota (heliovy pyknometr Pycnomatic — ATC, Porotec GmbH,
Némecko, n=3) a obsah lécivé latky (spektrofotometr Lamba
25, Perkin Elmer Instruments, USA, vinova délka 276 nm,
n=3).

U hotovych obalenych vzorki se provedla zkouska diso-
luce na zafizeni Sotax AT 7 Smart (Sotax, Svycarsko) ve
vodé a fosfore¢nanovém pufru o pH 6,8. Voda je nejCastéji
pouzivanym disolu¢nim prostfedim, ale protoZe je rozpust-
nost sodné soli diklofenaku zavisla na pH, provedla se diso-
lu¢ni zkouska také pti pH 6.8, tj. pH hodnoté 1épe odpovi-
dajici prostfedi stfevniho traktu, kde se vétSina léciva
uvolni '». Podminky disoluce byly nasledujici: hmotnost
disolu¢niho média — 1000 g, hmotnost vzorku pelet —
0,3500 g nebo jedna tobolka, teplota disolu¢niho média
37+0,5 °C, rychlost michadla 100 ota¢ek za minutu. Mnoz-
stvi uvolnéného 1éciva se stanovovalo spektrofotometricky
pfi vinové délce 276 nm.

VYSLEDKY A DISKUZE

Prvni ¢ast experimentalni prace se zamérila na vyrobu
pelet s teoretickym obsahem 20 % sodné soli dikofenaku
vrstvenim suspenze lé¢iva na inaktivni jadra ve fluidnim
zafizeni typu Wurster. Vyroba SarZi neobalenych pelet
probéhla za stejnych formulacnich i procesnich podminek.
Vytézek procest byl dobry — 95,41 %, velikost vyrobe-
nych pelet spadala do tzkého intervalu: 89,9 % pelet mélo
velikost 0,5-1,0 mm (tab. 1). Tato velikostni frakce pelet
se zvolila pro naneseni obalu. Aby procesem filmového
potahovani vznikl kvalitni, tj. stejnomérny a souvisly obal,

Vzorek neobalené pelety pelety s izola¢ni pelety s EC obalem
pelety s lé¢ivem s izola¢ni vrstvou vrstvou a EC obalem

vytézek 95,41 97,83 94,10 97,10

procesu (%)

pevnost (N) 2,87+0,56 - - -

odér (%) 0,07+0,01 - - -

pyknometricka 1,4993+0,0006 1,4710+0,0300 1,3958+0,0400 1,4119+0,0400

hustota (g/cm?)

Hausneruv faktor 1,08 1,08 1,06 1,06

faktor kulatosti 0,8826+0,0177 - - -

obsah léc¢iva (%) 19,19+0,29 18,09+0,39 14,67+0,54 15,58+0,35

% Castic 89,9 99,7 99,7 99,6

o velikosti (mm) 0,5-1,0 0,5-1,25 0,5-1,25 0,5-1,25
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Obr. 1. Navrstvené pelety (celkovy pohled a fez, na fezu je patrnd vrstva lé¢iva a jadro, zvétseno 100x a 400x)
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Graf 1. Rychlost uvolriovani sodné soli diklofenaku v zdvislosti na mnoZstvi naneseného obalu (disolucni medium ¢isténd voda)
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Obr:. 2. Pelety s nanesenou izolaéni vrstvou (celkovy pohled a Fez, na Fezu je patrnd vrstva lé¢iva s meziobalem a jadro, zvétseno

100x a 400x)

musi jadra sama o sob¢ spliiovat urcitd jakostni kritéria,
a to z hlediska morfologickych a mechanickych vlastnos-
ti. Proto se také u jednotlivych SarZi neobalenych pelet mj.
hodnotil jejich tvar (faktor kulatosti 0,8826), pevnost v tla-
ku (2,87 N), odolnost vuci odéru (0,07 %) a Hausnerav

faktor (1,08) (tab. 1, obr. 1). Pyknometricka hustota pelet
méla hodnotu 1,4993 g/cm?, obsah 1é¢iva vyrobenych
pelet byl 19,19 % (tab. 1). Z vysledki je patrné, Ze zvole-
ny vyrobni proces poskytuje pelety vyhovujicich vlastnos-
ti — pelety jsou kulaté (faktor kulatosti >0,8) '¥, maji vyho-
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Obr:. 3. Pelety s izolacni a ethylcelulosovou vrstvou (celkovy pohled a Fez, na rFezu je patrnd vrstva obalu, vrstva meziobalu
s lé¢ivem a jadro, zvétseno 100x a 400x)
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Graf 2. Rychlost uvoliiovani sodné soli diklofenaku v zdvislosti na dobé osetieni obalu a pouZiti meziobalu (disoluéni medium
pufr)
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Graf 3. Rychlost uvolriovani diklofenaku sodného v zdvislosti na dobé osetieni obalu (vzorek DMEC)

vujici odér (<1,7 %) ' a tokové vlastnosti (maly rozdil Druhym krokem bylo naneseni polymerni vrstvy tako-
mezi sypnou a setfesnou hustotou, tj. Hausnertiv faktor ~ vé tloustky, kterd by zabezpecCovala uvoliiovani 1éCivé
blizky 1). latky po dobu 12 hodin. Na jadra se naneslo 6-19 %
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Graf 4. Rychlost uvolriovani léciva ze vzorku DMEC v zdvislosti na dobé osetieni obalu a zvoleném disoluénim médiu (medium

voda oznaceno V, pufr o pH 6,8 oznadeno P)
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Graf 5. Zména disoluéniho profilu vzorku DEC v zdvislosti na ¢ase (disoluce v pufru)

ethylcelulosy. VytéZek tohoto procesu byl vysoky
(97,1 %) (tab. 1). Velikost obalenych pelet se pohybova-
la v uzkém rozmezi, vyrobené pelety obsahovaly
15,58 % sodné soli diklofenaku (tab. 1). Z vysledki uve-
denych v grafu 1 vyplyva, Ze se vzristajicim mnozstvim
naneseného obalu se podle ocekdvani zpomaluje rychlost
uvoliiovani 1é¢iva a prodluZuje se trvani tzv. lag faze, tj.
faze zpozdéni zacatku uvolnovani 1é¢iva. Pii porovnani
disolucnich profilt téchto 5 vzorkl se jako nejprijatel-
néjsi jevil vzorek s 19% polymerniho obalu, nicméné ani
zde poZadavek 12hodinového uvoliiovani nebyl splnén
(vétsina obsazeného 1éCiva se uvolnila do 360 min). Jed-
nou z pravdépodobnych pfi¢in mize byt interakce léc¢iva
s obalovym materidlem. Jak uvadi Sadeghi et al., vodna
disperze Surelease ma silné alkalické pH (pH 11) zptso-
bené piitomnosti hydroxidu amonného. Lécivo se v této
kapalin€ rozpousti (pK_ = 4,2), miZe migrovat z jadra do
vznikajiciho obalu a jako soucést obalu v ném vytvaret
po zvlhceni péry. MoZzné feSeni problému predstavuje
naneseni izolacni vrstvy, tzv. meziobalu, tvofeného

jinym typem polymeru, napf. hypromelosou (HPMC) ?.

Néslednym krokem tedy bylo naneseni izolacni vrst-
vy HPMC a obaleni 19% ethylcelulosovym obalem.
Oba procesy mély vyhovujici vytézek — 97,83 %
a 94,1 %, vhodnou distribuci velikosti ¢astic, vyrobené
pelety mély dobré tokové vlastnosti s Hausnerovym
faktorem blizkym 1 : 1,08 a 1,06 (tab. 1) a kulovity tvar
(obr. 2 a 3). Obsah sodné soli diklofenaku byl u pelet
s izola¢ni vrstvou 18,09 % a 14,67 % u pelet s izolacni
vrstvou a 19% ethylcelulosovym obalem (tab. 1).
Porovnanim disolu¢nich kiivek vzorkd oznacenych
DEC a DMEC v grafu 2 je vidét, Ze nanesenim 5%
meziobalu HPMC (vzorek DMEC) se rychlost uvoliio-
vani 1é¢iva vyrazné zpomaluje.

Pfi filmovém obalovani vodnou disperzi se celistvy
obal formuje ¢aste¢né béhem vlastniho procesu obalova-
ni a ¢astecné béhem ndsledného zrani filmu. Trvani toho-
to pfirozeného procesu lze urychlit tepelnym oSetfenim
filmu. Pouzita teplota 60 °C se zvolila podle obecného
pravidla, Ze obal se oSetfuje pfi teploté o 10-20 °C vys-
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Graf 8. Zména disolucéniho profilu vzorku DMEC 24 v zdvislosti na ¢ase (disoluce v pufru)

§i, neZ je minimalni teplota tvorby filmu (minimum film
forming temperature — MFT), ktera se pro ethylceluloso-
vé disperze pohybuje kolem 40 °C ?. Vzhledem k ruz-

nym informacim v dostupné literatufe bylo tfeba urcit
vhodnou délku trvani této faze. Z vysledkd shrnutych
v grafu 3 je patrné, Ze s prodluzujici se dobou oSetfeni
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filmu se zpomaluje rychlost uvoliiovani 1é¢iva do 24
hodin, pfi dalS§im prodlouZeni se uvoliiovani 1é¢iva opét
zrychluje. Pfi zahtati filmu nad MFT se zvySuje pohyb-
livost polymernich fetézct mezi které pronikaji moleku-
ly zmékcovadla. Je mozné, Ze pfi delSim zahfivani filmu
pronika zmékcovadlo mezi jednotlivé fetézce natolik, Ze
narusuje interakce mezi jednotlivymi ethylcelulosovymi
fetézci, které po ochlazeni ziistavaji v metastabilnim sta-
vu 9. Na podkladé ziskanych vysledkt se jako optimél-
ni délka trvani této faze zvolila doba 24 hodin.

Jako disolu¢ni médium se nejdiive zvolila CiSténa
voda, ta se pozdéji vzhledem k rozpustnosti 1éCiva zavis-
1é na pH (voda 14,18 mg/ml; pufr o pH 6,8
0,67 mg/ml '9) zaménila za fosfore¢nanovy pufr o pH
6,8, ktery také 1épe vystihuje prostiedi stievniho traktu,
kde se uvolni vétSina l1éCiva (graf 4).

Vyrobené vzorky pelet (DEC, DEC 24, DMEC,
DMEC 24) v Zelatinovych tobolkdch a blistrech se ulo-
Zily do stabilitnich boxi do tfi riznych rezimu lisicich se
teplotou (25 °C, 30 °C a 40 °C) a relativni vzdusnou vlh-
kosti (60 %, 65 % a 75 %). Vzorky uloZené ve stabilit-
nim boxu pfi teploté 25 °C a 30 °C se sledovaly po dobu
12 mésici. Vzorky skladované pii teploté 40 °C se hod-
notily po dobu 6 mésicli, obvyklou pro tento stabilitni
rezim. V pravidelnych intervalech se vzorky odebiraly
a provadél se disolucni test ve fosforecnanovém pufru.
Z graft 5, 6 a 7 je patrné, Ze disolucni profily vzorkt
DEC, DEC 24 a DMEC skladovanych v nejnaro¢néjSim
stabilitnim reZimu (40 °C/75 % vzdusné vlhkosti) se od
disolu¢nich profilt ziskanych z ostatnich rezima lisi.
Dochazi k vyraznému poklesu rychlosti uvoliiovani 1é¢i-
va. Teplota 40 °C je blizka T, Surelease, da se tedy pred-
pokladat, Ze v prabéhu skladovani dotvofeni kontinualni-
ho filmu pokraduje. Z grafu 8 je vidét, Ze u vzorku
DMEC 24 se rychlost uvoliiovani 1é¢iva vlivem teploty
a vlhkosti vyrazné neméni. Kontinudlni film se vytvoril
pri vyrobé a pfi tepelném oSetfeni vzorku.

Experimentalni vysledky nasi prace naznacuji, Ze
vhodny a stabilni disolu¢ni profil sodné soli diklofenaku
v intervalu 12 hodin zajisti meziobal z HPMC a 19%

o

vrstva disperze ethylcelulosy, které se oSetii pfi teploté
60 °C po dobu 24 hodin.
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