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Anotace

Bakaléafskd prace je zameéfena na piipravu nanocastic 1éCiv, zejména nanocastic 1éCiv
pomoci superkritickych tekutin (SCFs). Cilem této prace je piiprava nanocastic kofeinu,
aspirinu, nifedipinu a cimetidinu pomoci superkritickych tekutin. K pfipravé bylo vyuZzito
komer¢né doddvaného pfiistroje Spe-ed SFE-4 (firma Applied separations). Piiprava byla
uskutecnéna metodou rychlé expanze superkritickou smési (RESS). Bylo zjisténo, Ze
nanoCastice kofeinu Ize pomoci tohoto postupu pfipravit. Ddle byly touto metodou
pfipraveny Castice aspirinu. Vznik ¢éstic nifedipinu a cimetidinu nebyl pozorovan. Zaroven
bylo zjisténo, Ze s rostouci teplotou klesa velikost nanocastic kofeinu a vlivem teploty l1ze
ovlivnit i tvar vyslednych ¢éstic. Piistroj Spe-ed SFE-4 je vyuzitelny k vyrobé c¢astic

a nanocastic 1é¢iv metodou RESS.

Klicova slova: Supekritické tekutiny (SCFs), rychld expanze superkritické smési (RESS),

nanocastice, 1é¢iva, Spe-ed SFE-4

Abstrakt

The bachelor thesis is focused on preparation of drugs nanoparticles, especially using
supercritical fluids (SCFs). The aim of this thesis is preparation of nanoparticles of
caffeine, aspirin, nifeldipine and cimetidine using supercritical fluids. For preparation was
used an Applied Separations Spe-ed SFE-4 device. As a preparation method was used
rapid expansion of supercritical solution (RESS). It was found that using this procedure,
nanoparticles of caffeine and particles of aspirin can be prepared. No signs of nifedipine
and cimetidine nanoparticles formation were observed. Also was discovered that with
rising temperature, the size of caffeine and aspirin nanoparticles is decreasing, thus, it is
possible to affect the size of nanoparticles by controlling the temperature. The Spe-ed SFE-

4 is capable of preparation of drugs nanoparticles using RESS method.

Keywords: Supercritical fluids (SCFs), rapid expansion of supercritical solution (RESS),

nanoparticles, drugs, Spe-ed SFE-4

SOSNA, Tomés. Priprava nanocdstic léciv pomoci superkritické tekutiny. Ostrava, 2014.
Bakalétska prace. VSB — Technicka univerzita Ostrava. Univerzitni studijni programy
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Seznam pouZitych symboli a zkratek

ASES — metoda vyuZzivajici superkritické anti-rozpoustédlo systém s rozpoustédlem ve
stavu aerosolu

CO; — oxid uhlicity

FTIR - infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GAS - metoda vyuZivajici anti-rozpoustédla v plynném stavu
RESS - rychld expanze superkritické smési

SAS — metoda vyuZzivajici superkritické anti-rozpoustédlo
scCO, — oxid uhlicity v superkritickém stavu

SCF - superkritickd tekutina

SCFs — superkritické tekutiny

scH,O — voda v superkritickém stavu

SEDS — metoda vyuZivajici smési disperzné obohacené superkritickou tekutinou
SEM - skenovaci elektronova mikroskopie

SFE-4 — pfistroj Spe-ed SFE-4

XRD - rentgenova difrakéni analyza
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1. Uvod

Supekritické tekutiny (SCFs) se v posledni dobé casto vyuZivaji k ptipravé nebo
charakterizaci nejriznéjSich materidli. Je to zejména z davodu jejich specifickych
a snadno regulovatelnych vlastnosti. Jednim z dtlezitych odvétvi je piiprava nanocastic,

zejména pak piiprava nanocastic 1€Civ.

Vétsina 1€Civ je jen malo rozpustnd v ob&hovém systému lidského téla. Tim klesa
jejich efektivita, a proto se hledaji zptlisoby, jak jejich rozpustnost zvysit. Jednim ze
zpusobu, jak toho dosdhnout, je zmenSeni jejich velikosti. Tim dochdzi ke zvétSeni

specifického povrchu a ke zvySeni reaktivity a rozpustnosti.

Klasické techniky jako drceni nebo mleti vétSinou nezarucuji uzkou distribuci velikosti
Castic, kterd je u léciv Casto vyzadovana. Ostatni vyuzivané techniky pro piipravu Castic
1éCiv vétSinou pouzivaji organickd rozpoustédla, kterd se z vyslednych cdstic velmi

naro¢n¢ odstraiuji nebo je nelze Gpln¢ odstranit.

Z vySe uvedenych duvodi je aplikace superkritickych tekutin, zejména pak
superkritického oxidu uhli¢itého (scCO;) nebo superkritické vody (scH,O) velmi vhodnou
technikou k pfipravé nanocastic 1é¢iv. UmoZiuji totiz piipravu Céstic v uzké distribuci
velikosti a zaroven na nich nezanechdvaji Zadnd nezadouci rezidua rozpoustédel ¢i jinych
chemikalii.

Tato prace shrnuje zakladni vlastnosti a pfehled nejvice vyuzivanych superkritickych
tekutin. Ddle predstavuje jejich obecnou aplikaci v raznych priimyslovych odvétvich. Jeji
hlavni ¢ast se zabyvd metodami k piipravé nanocéstic, zejména pak pripravé nanocastic
1éCiv. Existuje mnoho rdznych metod pro piipravu nanocdstic pomoci SCFs, avSak
zdmérem této prace je pouze popis zdkladnich a nejvice vyuZivanych. Ostatni techniky

presahuji rozsah a droven této prace, a proto budou pouze zminény.

Prvni cast experimentdlni prace je vénovédna piipravé nanocastic kofeinu pomoci
komeréné vyrdbéného pfiistroje Spe-ed SFE-4 (firma Applied Separation), ktery je
primarné¢ urceny k extrakcim organickych litek zrGznych matric vyskytujicich se
v zivotnim prostiedi nebo v potravinaistvi. Za metodu piipravy byla zvolena tzv. rychla
expanze superkritické smési (rapid expansion of supercritical solution — RESS), pii které je
pfipravovana latka rozpuSténa v superktitické tekutin€ (SCF) a vysledné Castice jsou
nasledné ziskavany vlivem skokové zmény tlaku. Cilem této Casti prace je pripravit
nanocdastice kofeinu a stanovit podminky, pii kterych budou nejmensi a v co nejmensim

distribu¢nim rozsahu velikosti. Vysledky by mohly byt pouZzity pro vyzkum vlivu velikosti
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Castic kofeinu na jejich rozpustnost v obéhovém systému lidského téla a schopnosti
prostupu skrz bunééné membriany. Dale by mohly byt vyuZity v primyslové vyrobé pro

optimalizaci opera¢nich podminek pro pfipravu nanoc¢éstic touto metodou.

Druhou casti experimentélni prace byla ptiprava nanocastic vybranych 1é¢iv, kterymi
jsou aspirin, nifedipin a cimetidin. Tato 1é¢iva byla pfipravovana aplikaci stejného pfistroje
a metody jsou totoZzné jako v piipadé piipravy nanocastic kofeinu. Cilem této Casti prace
bylo pouze zjiSténi, zda nanocéstice vybranych 1éCiv lze pomoci uvedeného piistroje
a metody piipravit. Vysledky budou vyuzity k provadéni nasledné optimalizace podminek

pro jejich ptipravu.

Vzhledem k tomu, Ze pfistroj Spe-ed SFE-4 obsahuje modul umoZiujici aplikaci
pfidavného rozpoustédla, jehoz koncentrace by mohla vhodné ovliviiovat vznik vyslednych
Castic, pokracovani této prace by mohlo spocivat v jeho piipojeni a aplikaci vhodného

rozpoustédla pro dosazeni lepSich vysledki.
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2. Teorie superkritickych tekutin

Supekritické tekutiny jsou slouceniny, smési nebo prvky nad svou kritickou teplotou
(T.) atlakem (p.), ale zdroven pod tlakem vedoucim k pfeméné na pevnou latku.

Supekriticka oblast je dobfe patrnd z fizového diagramu (Obr. 1) oxidu uhli¢itého (CO,)
[1].

10000
pevna latka
- Supekriticka
1000 tekutina
B
= kapalina
K] 1004 | el
=
104
plyn
1 T T T
200 250 300 350 400

Teplota (K)
Obr. 1: Fazovy diagram CO; [2].
2.1 Vlastnosti superkritickych tekutin

Vlastnosti SCFs jsou ¢asto popisovany jako vlastnosti pohybujici se mezi vlastnostmi
kapalin a plyni. VSechny vlastnosti tomuto popisu vSak nevyhovuji. Piikladem jsou
stlacitelnost a tepelnd kapacita, které jsou podstatné vyssi nez u kapalin a plynt, pokud se
pohybuji v blizkosti kritického bodu (dale od n¢j se snizuji). VéEtSina vlastnosti se vSak

v blizkosti kritického bodu méni souvisle, proto je tento popis ¢asto pouzivén.

Nejzajimavéjsimi vlastnostmi SCFs jsou:

vysoka difizni rychlost

- nizk4 viskozita

- nastavitelna solvatacni sila a hustota pomoci zmény tlaku a teploty
- vysoka misitelnost s plyny

- vysoka stlacitelnost

YV Vv o2

- témé&f Zddné povrchové napéti.
Vyhody vychazejici z fyzikalnich vlastnosti SCFs, zejména vysoké difuzivity, nizké
viskozity a ptechodné hustoty umoziuji vyuZziti SCFs k procesim s jejich nepfetrzitym
tokem. Vysokd rychlost pratoku SCFs arychlé reakce, ke kterym s nimi ¢asto dochazi,

umoznuji ndvrh vysoce propustnych reakci v relativné malych reaktorech.
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Nejvétsi vyhodou SCFs pii chemickych syntézach je jejich nastavitelnd solvataéni sila
a hustota. Rozsdhly soubor poznatkil o extrakcich a rozpustnosti v SCFs umoziuje fesit
problémy v separacnich a purifika¢nich krocich pramyslovych procest. Napiiklad
extrak¢ni vlastnosti SCFs mohou byt pouZzity k separaci latek z vedlejSich produkt nebo

k obnoveni aktivity homogennich katalyzatora.

Dalsi vyhodou nékterych SCFs je jejich tékavost, kterd umozZnuje jejich snadné
odstranéni z vyslednych produkti bez pouziti ekonomicky a energeticky ndrocnych
suSicich procesti. Diky toho je moZné se vyhnout reziduim SCFs ve vyslednych
produktech, ¢ehoz se vyuzivd zejména pii piipravé kosmetickych ptipravku, 1é¢iv, piisad

do potravin nebo materidli vyuzivanych v elektronice [1].

Dulezitou vlastnosti SCFs je jejich regulovatelnd hustota pomoci teploty a tlaku, kterd
muze ovliviiovat pribéh mnoha reakci. Zavislost hustoty CO, na teploté atlaku je

zndazornéna v grafu (Obr. 2).

1000

280K
300K
200 4 30K

600 - 330K
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400

200 /
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400K

Obr. 2: Zavislost hustoty CO2 na teplot¢ a tlaku [2].

2.2 PouZivané SCFs

Existuje mnoho pouZivanych SCFs, n¢které vSak nemaji potencidl komeréniho vyuziti.
Naptiklad xenon a fluorid sirovy (SFs) maji nizké kritické hodnoty (pokud jsou dostatecné
Cisté), ale jejich pouZiti je velmi ekonomicky ndkladné. Plyny jako oxid dusny (N,O) nebo
ethan (C,Hg) maji nizké kritické hodnoty, ale mohou s pfipravovanymi latkami tvofit

vybusné smési, a proto je jejich pouziti nebezpecné [3].

V tabulce (Tab. 1) jsou uvedeny kritické teploty a tlaky né&kterych SCFs a jejich
hustoty v téchto bodech [2].
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Tab. 1: Kritické teploty, tlaky a hustoty vybranych superkritickych tekutin:

Superkritickd tekutina T, (K) Pc (MPa / bar) Pc (g'cm’3)
Oxid uhlicity (CO,) 304,1 7,38 /73,8 0,469
Voda (H,0) 647,1 22,06 /220,6 0,322
Methan (CH,) 190,4 4,60/ 46,0 0,162
Ethan (C,Hg) 305,3 4,87 /48,7 0,203
Propan (C;Hg) 369,8 4257425 0,217
Ethylen (C,H,) 2824 5,04 /50,4 0,215
Propylen (C;Hg) 3649 4,60/ 46,0 0,232
Methanol (CH;0H) 512,6 8,09 /80,9 0,272
Ethanol (C,HsOH) 513,9 6,14/61,4 0,276
Aceton (C;HO) 508,1 4,70/ 46,4 0,278

Nejvice vyuZzivanou superkritickou tekutinou (SCF) je CO,. Je to zejména kvili jeho
netoxickym  vlastnostem, nehoflavosti, nekarcinogennité, snadné dostupnosti,
recyklovatelnosti, snadné separaci produkti a nizkym ekonomickym ndkladim. Dalsi
hojné¢ vyuzivanou SCF je voda (H,0), kterd ma mnoho vyhod stejnych jako CO,, nicméné

ma vysoké kritické hodnoty, a proto se vyuziva v mensi mite nez CO, [1].
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3. Aplikace superkritickych tekutin

Nejvétsi potencidl superkritickych tekutin, zejména scCO, je v dynamicky se
rozvijejicim oboru tzv. ,,Zelené chemie* (Green chemistry). ,,Zelend chemie je odvétvi
vyuZzivajici soubor zdsad, které sniZuji nebo eliminuji pouZiti nebo vznik nebezpecnych
latek pii navrhu, vyrob¢ a pouziti dalSich chemickych produktt [4]. ,,Zelend chemie se
snazi vyhybat pouziti toxickych chemikdlii, produkci odpadl a polutantli Zivotniho
prostiedi. Zéiroven se snazi sniZzit energetické aekonomické naklady pii pfipraveé

Vv s

nejriiznéjsich produkta [5].

Supekritickd fluidni extrakce (SFE) se vyuziva k pfipravé vzorkli pro analyzu
farmaceutickych produktii. Jednd se zejména o pfipravu tablet akapsli, veterinarnich
krmiv, krémti a masti, vodnych roztokl a odvarti. SFE se ukdzala byt vhodnou pro extrakci
relativné nepolarnich latek z pevnych matric. S dspéchem vSak byla vyuZita i u polarnich
latek nebo latek obsaZenych v infuzich nebo jinych vzorki na vodné bazi. Déle je moznost

i tzv. obracené SFE, to znamend extrakce matric misto extrahovanych latek [6].

SCFs se pouzivaji v supekritické kapalinové chromatografii (SFC). Tato separacni
technika vyuziva SCF jako hlavni sloZku mobilni faze. Vlivem zmén teploty, tlaku nebo
sloZzeni mobilni fize umoziiuje SFC separaci mnoha latek v pfijatelném case. SCF
umoziuje vysoké prutoky mobilni fize atedy rychlou extrakci. Zaroven Sirokd Skéla
organickych modifikdtord usnadiiuje vyvoj této metody a vyrazné urychluje optimalizaci
separaci. Vyhodou SFC je v neposledni fad¢ i lepSi rozpustnost latek ve smésich SCFs

s organickymi rozpoustédly neZ v Cistych organickych rozpoustédlech [7].

Unikatni vlastnosti superkritickych tekutin se daji vyuZit na ptipravu kompozitli, pro
ptipravu pevnych emulzi, pii extrakcich a pfipravé nanocastic 1éCiv, oxidi kovi nebo

polovodicu [8].

SCFs se dale uplatiuji v heterogennich katalyzach, které zahrnuji reaktanty a produkty
v plynné fazi ve spojeni s katalyzatory v pevné fazi. Uplatiuji se i v enzymatickych
katalyzach, kde jsou jako katalyzdtory vyuzivdny enzymy, nazyvané téZ bio-katalyzitory

[1].

V lékaisvi se SCFs mohou vyuzivat k povlakovani chirurgickych nastroji (napf.
stentli) polymernimi vrstvami, polymernimi vrstvami s farmaceutickymi ¢i terapeutickymi
agenty nebo 1éCivy [9]. DalSim zajimavou aplikaci v lékafstvi je impregnace vhodné

matrice nitroocnimi protizanétlivymi 1é¢ivy pouzivanymi v ocni chirurgii [10].
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SCFs se mohou vyuzivat i k pfipravé polymernich ¢éstic z Cistych polymert nebo
k ptipravé polymernich ¢astic obsahujicich ucinné latky, coz se tykd zejména

farmaceutickych ptipravki [11]. ScCO; se vyuziva i pti syntéze samotnych polymert [1].

Pomoci techniky zvané nanorozmérné odlévani (nanoscale casting - NC-SCF) mohou
byt pfipravena nanovldkna a nanodraty. Tato technika spocivd v rozpusténi prekurzort
v SCFs ajejich ndsledné depozici do forem z aktivniho uhliku (pokrytého organickou
matrici). Poté je aktivni uhlik eliminovan (napfiklad kalcinaci) a deponovany material
kopiruje nejenom makroskopicky tvar, ale i nanometrickou porézni strukturu. Kopirovani
nanometrické struktury pfi této technice nebylo diive dosaZeno z diivodu vysoké viskozity
pouzivanych kapalin nebo kapildrni kondenzace pouZivanych plyntl. PouZitim SCFs vSak

byly tyto problémy ptekonény [12].

Nanofilmy mohou byt pfipraveny metodou zvanou chemickd fluidni depozice
(chemical fluid deposition — CFD), coz je superkritickd alternativa komercéné vyuzivané
chemické depozice par (chemical vapour deposition — CVD). Touto technikou byly

pfipraveny nanofilmy platiny, médi, niklu, zlata, kobaltu nebo paladia [12].
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4. Metody pripravy nanocastic s vyuzitim superkritickych

tekutin

Existuje mnoho metod pro ptipravu nanoc¢astic pomoci SCFs. Tyto metody Ize zaradit

do dvou hlavnich skupin:

1.

Vyuziti SCF jako rozpousStédla. V tomto piipadé piedstavuje SCF
rozpoustédlo, ve kterém je dand latka rozpuSténa andsledné krystalizuje
vlivem prudké zmény tlaku. Do této skupiny patii rychld expanze superkritické
smési (rapid expansion of supercritical solution — RESS), rychld expanze
superkritické smési do rozpoustédla (rapid expansion of supercritical solution
into an aqueous solution — REESSAS), rychld expanze superkritické smési do
vodného roztoku (rapid expansion of supercritical solution into an aqueous
solution — RESSAS) arychla expanze superkritické smési s ,,non-solventem*
(rapid expansion of supercritical solution with a nonsolvent — RESS-N).

Vyuziti SCF jako tzv. anti-rozpoustédla. V tomto piipadé ptrichdzi SCF do
kontaktu s latkou rozpousténou v organickém rozpoustédle. Do této skupiny
patii metody vyuZivajici anti-rozpoustédla v plynném stavu (gas antisolvent -
GAS), superkritické anti-rozpoustédlo (supercritical antisolvent - SAS),
extrak¢ni systém s rozpoustédlem ve stavu aerosolu (aerosol solvent extraction
system - ASES), smési disperzné obohacené superkritickou tekutinou (solution
enhanced dispersion by supercritical fluid - SEDS), stlaené anti-rozpoustédlo
(particles by compressed antisolvent - PCA) nebo atomizaci rychlym
vstfikovanim urcenou pro extrakci rozpoustédlem (atomized rapid injection for

solvent extraction - ARISE).

K témto dvéma skupindm lze v odborné literatufe najit jeSté dalsi Ctyii [13]:

1.

Vyuziti SCF jako pomocného rozpoustédla ke sniZeni bodu tani pfipravované
pevné latky. Pii téchto metodach je roztok latek (nebo pouze rozpusténé latky)
piidan k SCF a nésledné je rychlym sniZeni tlaku vyuZzito Joule-Thomsonova
efektu, kdy dochézi ke sniZeni teploty a stejnomérnému presyceni. Do této
skupiny patii vznik Castic z roztoku nasyceného plynem (particles from gas
saturated solutions - PGSS), PGSS-suseni (PGSS-drying), tavici atomizace
s vyuzitim plynu (gas assisted melting atomization - GAMA) a metoda
odtlakovani expandovaného kapalného organického roztoku (depressurization

of an expanded liquid organic solution - DELOS), kterd mizZe byt také zarazena
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do této skupiny. Podobnou metodou jako DELOS je tzv. metoda precipitace
pomoci sniZeni tlaku kapalin expandovanych plynem (precipitation by pressure
reduction of gas-expanded liquids - PPRGEL).

2. Vyuziti SCF k vyrob¢ Castic rozprasovanim. Do této skupiny patii metoda
vysuseni kapek vzniklych rozprasovanim (carbon dioxide assisted nebulization
with a bubble dryer - CAN-BD) a atomizace za pomoci SCF (supercritical
fluid-assisted atomization - SAA). V SAA, je SCF vyuzividna také jako
pomocné rozpoustédlo.

3. Vyuziti SCF jako extrak¢ni a anti-rozpoustéci tekutiny. Do této skupiny patii
superkritickd fluidni extrakce emulzi (supercritical fluid extraction of
emulsions - SFEE), kterd kombinuje extrakci s anti-rozpousStécim efektem
SCFs.

4. Posledni skupinou jsou procesy, které vyuZzivaji rtiznych dalSich vlastnosti

SCFs k vyrobé& smési pro farmaceutické aplikace.

V této praci budou podrobnéji rozebrany pouze prvni dvé skupiny, ostatni presahuji

jeji ramec [3], [8].

4.1 SCF jako rozpoustédlo

Nejbéznéjs$i metodou vyuZzivajici SCF jako rozpoustédlo je RESS, kterd bude popsédna
nize. Déle budou zminény principy metod, které jsou modifikaci RESS. Jednd se

o RESOLV, RESAS a RESS-N [13].

4.1.1 RESS

RESS (Obr. 3) je metoda zalozend na precipitaci Castic rozpusténych v superkritické
tekutin€ vlivem ndhlé zmény tlaku. Tato metoda se sestdva ze saturace matrice SCF a
z nasledného odtlakovani roztoku pies tuzkou trysku do komory o niz§im (vétSinou
atmosférickém) tlaku. Timto pfistupem je zajiSté€na rychla nukleace velmi malych céstic.
Tato metoda je n¢kdy oznaCovana i jako superkritickd fluidni nukleace (supercritical fluid
nuceleation - SFN). RESS je vyuzitelna pouze pro Castice/materidly, které jsou rozpustné
v pouzité superkritické tekutin€. Morfologie vyslednych Castic zavisi zejména na teplot¢,

velikosti skokové zmény tlaku a geometrii trysky (délce, priméru, tvaru).
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Hlavni nevyhodou RESS metody je jeji aplikace pouze na materidly, které jsou
rozpustné ve zvolené SCF. VétSina pevnych latek, které maji vysokou molekulovou
hmotnost, poldrni vazby a jsou vhodné pro piipravu nanocéstic, se jen velmi malo nebo

vubec nerozpoustéji v CO,, ktery je nejpouzivanéjsi SCF [8], [14].

Precipitaéni jednotka
prmmemmm————— ) ventil

pumpa e ] —-—I
(O Pe—i{A) ;
Poe S PN E
E IE g i Expanéni
i ' cela

Co,

Obr. 3: Schéma principu RESS [8].

4.1.2 Modifikace RESS

Ostatni metody vyuZivajici SCF jako rozpoustédlo jsou vétSinou modifikaci RESS

metody. Jednd se o metody RESOLV, RESAS a RESS-N.

V piipadé RESOLV se do expanzni cely pfidivd kapalné rozpoustédlo k zabranéni
ristu Castic v expanzni trysce. Pfi této metod¢ je nutné pouZiti stabilizacniho agenta, ktery

znesnadnuje pochopeni nékterych krokii procesu.

Metoda RESAS je jednoduchou modifikaci RESOLV stim rozdilem, ze jako
stabiliza¢niho agenta vyuZzivd vodny roztok se surfaktantem, ktery ovliviluje rozpustnost

rozpousténych latek.

RESS-N metoda byly pfipraveny mikrocastice a mikrokapsule polymerd. Metoda
vyuziva tzv. ,,non-solvent” ke zvySeni rozpustnosti pevnych latek v SCF. Non-solvent je
pomocné rozpoustédlo, které nesmi rozpoustét Cisty polymer nebo zpisobovat bobtnani

polymeru [13].

4.2 SCF jako anti-rozpoustédlo

V téchto metodach je ptipravovand latka rozpusténa v rozpoustédle za tvorby smési.
Néslednou interakci SCF s pfipravenou smési vznikaji vysledné castice. Dilezité je, aby
SCF byla rozpustnd v pouzitém rozpoustédle, ale zaroven rozpusténa latka se v SCF nesmi
viubec rozpoustét. Kvili rozpousténi SCF v rozpoustédle dochdzi k objemové expanzi,

ktera redukuje hustotu rozpoustédla a tim jeho solvataci. Nejpouzivanéj$i metody fazené
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do této skupiny jsou GAS a SAS. Metody ASES a SEDS se od téchto metod liSi pouze

jinym tvarem trysky nebo zptsobem vstiikovani [8], [13].

Precipitacni mechanismy pii téchto metodich mohou byt vysvétleny tfemi riznymi

zpusoby:

- Prvnim je tzv. jedna kapka-jedna castice (one doplet-one particle) mechanismus.
V ném se predpokladd atomizace kapalné smési injektorem, zplsobujici tvoreni
kapek. Nasledné vlivem rychlého rozpusténi SCF v rozpousStédle vznikaji pevné
Castice, které zlstavaji ve tvaru ptivodnich kapek.

- Druhy mechanismus je modifikaci pifedchoziho. Kapky jsou v ném formovany
stejné, nicméné rychlym pfenosem hmoty rozpoustédla a anti-rozpoustédla dochédzi
k vysokému piesyceni rozpusténé latky. To zpusobuje tvorbu vice jader uvnitt
jediné kapky. Vysledkem je rtst vice ¢astic z jedné kapky.

- Tifeti mechanismus je zplisoben vymizenim povrchového napéti mezi
rozpousStédlem a anti-rozpouStédlem v kratSim Case neZz pii tryskovém rozpadu

kapalného roztoku [15].

4.2.1 GAS

V metodé GAS (Obr.4) je precipitacni patrona naplnéna uritym mnoZstvim
pfipravované latky rozpusSténé v kapalném rozpoustédle. Nasledné je pfiddna SCF, ktera
zastupuje pozici anti-rozpoustédla [8], [13], [14].

molarni expanze, ddna vztahem:

AV Vi (T,P,x,)
Vo V(TP
kde V; je celkovy objem kapalné faze a V, je celkovy objem c¢istého rozpoustédla pii
stejné teploté a prislusném tlaku, x; pfedstavuje moldrni zlomek anti-rozpoustédla ve
smési.
Hlavni vyhodou GAS metody je schopnost mikronizace poldrnich vzorkl a ziskani
mikrokapsli. Nevyhodou je pouziti organickych rozpoustédel, jejichz stopy se mohou

vyskytovat ve vzniklych ¢asticich [8], [14].
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4.2.2 SAS

Metoda SAS (Obr. 4) je velmi podobnd GAS, 1isi se pouze v tom, Ze precipitacni

patrona je nejdiive naplnéna SCF anasledn¢ je do ni vpuSténa pfipravovana latka

IE—'

precipitaéni
patrona

rozpusténa v rozpoustédle [8], [14].

pumpa

vzorek rozpustény
v rozpoustédle

£astice
CO: "
expandovana
smés

Obr. 4: Schéma principu GAS/SAS metody [8].

4.2.3 ASES

Tato metoda (Obr. 5) zahrnuje vstfikovani smési atomizacni tryskou do stlaceného
COa,. Princip této metody je velmi podobny principu SAS metody. Rozpousténi SCF ve
form¢ kapalnych kapi¢ek je doprovdzeno prudkou expanzi objemu. V duasledku této
skute¢nosti dochdzi ke sniZeni rozpoustéci schopnosti rozpoustédla, coZ zplisobuje prudky
ndrist presyceni v kapalné smési a nasledné formovani malych a jednotnych castic. SCF
je pumpovana shora do patrony pomoci vysokotlaké pumpy. Smés ptripravované latky
rozpusténé v rozpoustédle je do patrony privedena tryskou pfi ustileném stavu systému.
Smés musi byt do patrony pfivedena pod vyS$im tlakem, neZ je operacni tlak, z diivodu

ziskéani kapalnych kapicek, a vzniklé ¢astice jsou shromazd'ovany na dné patrony.

SCF spolecné s rozpoustédlem je ndsledné odvadéna do nddrze o nizSim tlaku, kde
jsou ddle separovany. Pumpovani kapalné smési musi byt zastaveno po nashromazdéni
dostatecného mnozZstvi Castic. SCF je vSak Cerpdna po zastaveni Cerpani smési, aby byly

odstranény zbytky rozpoustédla [8], [14].
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Obr. 5: Schéma principu ASES metody [8].

4.2.4 SEDS

Zakladnim principem SEDS (Obr. 6) metody je dispergovani vodné smési, kterd
obsahuje biomateridly s CO, v superkritickém stavu a poldrni organickd rozpoustédla
v tifkanédlové koaxialni trysce. Déle je CO, pouZzivan k extrakci vodné faze z produktu.
Organické rozpoustédlo slouzi jako precipitacni agent a modifikdtor umozZujici

nepolarnimu CO; odstranit vodu [8], [14].

Organické rozpoustédle |ocec P
umpa
— =2 P
Vodna smés |29 Provozni cesty
. Pumpa 1 1 1
Chladic
Pumpa CO:
|
i cmiog Tryska
Vyménik tepla -
2 ? I Patrona
5 pripravenymi
casticemi
Filtr
€0, Cylinder ==+ Pec Schématicky fez tryskou
N Regulétor
Ventil / zpétneho
tlaku

Sbémik kapaliny

Obr. 6: Schéma principu SEDS metody a schéma trysky [8].

23



5. Priprava nanocastic 1é¢iv s vyuzitim superkritickych tekutin

Vice nez 60% farmaceutickych molekul je médlo rozpustnych nebo nerozpustnych
v obéhovém systému lidského téla [16]. Je to z ditvodu jejich typické struktury vyplyvajici
z nutnosti piipojeni specifickych vazeb na cilové receptory nebo enzymy. Z tohoto diivodu

ma vétsina 1é¢iv velkou molekulovou hmotnost a mnoho substituentu [17].
Ke zvyseni rozpustnosti 1é¢iv se vyuziva tiech pfistupt:

- Prvni moZnosti je mikronizace 1éCiv, vyplyvajici z Noyes-Whitneyho rovnosti,
ktera vyjadiuje pifimou zdavislost rozpustnosti na specifickém povrchu. Ddle je tato
moznost podporovdna Ostwald-Freundlichovou rovnosti, kterd vyjadiuje
exponencidlni zavislost rozpustnosti na velikosti ¢astic.

- Druhym pfistupem je vyroba kompozitnich materidl. Tento pfistup se snazi
modifikovat fyzikdlni strukturu krystali za udcelem zvySeni jejich entropie
a entalpie, neZ ma jejich ptvodni krystalickd forma, a snazi se pfipravit jejich
amorfni nebo polymorfni formy. Tento pfistup se vSak Casem stal ndronym
ve vyvojové a marketingové fazi.

- Tteti pristup spoc¢iva v piipravé kapalnych forem zahrnujicich komplexy, mékké

Zelatiny, tekuté emulze a micely [17].

Vyroba castic 1é¢iv musi déle splhovat vysoké pozadavky na fyzikdlné-chemické
vlastnosti zahrnujici jejich velikost, tvar a povrchové vlastnosti [3]. DuleZitou vlastnosti
téchto Castic je jejich Cistota. Zjistilo se, ze tradicni metody pouZivajici k piipravé 1éCiv
riznd rozpoustédla maji omezenou aplikaci z diivodu zbytkovych mnozstvi rozpoustédla.
Z tohoto divodu nahradila v poslednim desetileti SCF technologie tradi¢ni piipravu 1é¢iv
pomoci organickych rozpoustédel. Je tomu tak zejména v piipravé nanocdstic, piipravé

jidla (bezkofeinova kédva), extrakcim, ¢isténi, pripravé polymera a dalSich [3], [8], [13].

5.1 Léciva pripravend pomoci SCFs

Metodami vyuzivajici SCF jako rozpoustédlo bylo pfipraveno mnoho 1é¢iv, o kterych
byla publikovdna tfada odbornych ¢lankli. Mezi nejzajimavéjsi patii piiprava aspirinu,
cholesterolu, ibuprofenu, lecithinu, kofeinu [14], raloxifenu [16] nebo cefuroximu [18].

Zajimavym vyuzitim metody RESS byla koprecipitace aktivnich farmaceutickych
latek (API) s aditivy, kterd mohou poskytnout schopnost ptidat vlastnosti API v ranych

fazich vyzkumu a syntézy 1éCiv. S timto cilem byla pfipravena 1éciva rekrystalizaci za

pritomnosti strukturné ptibuznych piisad. Pomoci RESS metody bylo piipraveno dvanéct
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ve

smési 1éCiv s aditivy a bylo objeveno nékolik zajimavych jeva. Patii mezi né zvySeni
rozpustnosti, redukce velikosti Castic, eutektické formovani, redukce krystalinity, amorfni
pfemeéna, tvorba hydratl, polymorfni pfeména a selektivita extrakce. Bylo vSak zji§téno, Ze
rychlé krystalizace pomoci SCF nezarucuje konzistentni dopovani krystalti aditivy. Proto
musi byt vzaty v ivahu konkuren¢ni mechanismy zaloZené na relativni rozpustnosti 1é¢iv

a aditiv, stejné jako selektivitu SCF rozpoustédel [19].

Metodami vyuZzivajicimi SCF jako anti-rozpousStédlo byly pfipraveny ¢astice insulinu,
lecithinu, lysozymu, myoglobinu a dal$ich. VyuZzivanymi rozpoustédly jsou voda, ethanol,
aceton a dimethylsulfoxid. Jako SCF se vyuziva hlavné¢ CO, nebo jeho smési s ethanolem.

Nejvice vyuzivanymi metodami jsou GAS, ASES a SEDS [14].
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6. Aplikace SFE pro pripravu nanocastic 1éciv

Experimentdlni ¢ast této bakalarské prace byla zaméfena na piipravu nanocastic
kofeinu s vyuzitim komeréné doddvaného pftistroje Spe-ed SFE-4 (firma Applied
Separation). Cilem price byla pfiprava nanoCastic kofeinu v co nejuz$im distribu¢nim
rozsahu velikosti a stanoveni podminek, za jakych je distribuce velikosti ¢astic co nejuzsi
a velikost nanocastic je nejniZs$i. Druhou ¢éasti experimentdlni prace byla piiprava Castic
aspirinu, nifedipinu a cimetidinu stejnym zpisobem jako v piipadé¢ kofeinu. Vzniklé

Castice byly hodnoceny pouze vizudlnim zptisobem.

6.1 PouZité chemikdlie

- Kofein — prasek, Dr. Kulich Pharma, s.r.o

- Aspirin - tablety (Acidum acetylsalicylium), Bayer, s.r.o
- Nifedipin - prasek, Sigma-Aldrich

- Cimetidin — prasek, Sigma-Aldrich

6.2 Poufité pristroje

- Spe-ed SFE-4 — Applied separation
- SEM - Quanta FEG 450
o EDS detektor APPOLO X (EDAX)
o EBSD HIKARI kamera (EDAX)
o ETD detektor pro SE
o 4-segmentovy BSE detektor
o zafizeni spadd pod pusobnost RMTVC - Regiondlné¢ materidlove
technické vyzkumné centrum (http://rmtvc.fmmi.vsb.cz/)
- FTIR NICOLET 6700 Thermo USA
- Zetasizer Nano ZS — Malvern

- XRD - Rigaku UltimalV

6.3 Pristroj SFE-4

Pro pfipravu nanocéstic byl vyuzit pfistroj Spe-ed SFE-4 (ddle SFE-4). Tento pfistroj
je primdrn¢ urfen k extrakcim litek zriznych matric (vzorky Zivotniho prostiedi,

potravinafstvi, polymerni materidly). Pfistroj vyuziva jako superkritickou tekutinu CO,.
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Sklada se z téchto ¢asti:

Lahev s CO, — pomoci nerezové kapildry je piipojena k vysokotlakému
cerpadlu. Je vybavena oto¢nym ventilem.

Kompresor — je pfipojen k vysokotlakému cerpadlu SCF a slouzi k ptivodu
stlac¢eného vzduchu nutnému k jeho pohonu.

Chladici zafizeni — je pfipojeno k vysokotlakému cerpadlu, kterému dodava
obéhovou chladici kapalinu nutnou pro zvySovédni tlaku CO,. Chladici
kapalinou je voda s pfidavkem nemrznouci smési.

Vysokotlaké Cerpadlo — slouzi k pumpovéani CO, pti pozadovaném tlaku. Na
jeho piedni stran¢ je umisténo ovladani k nastaveni poZadovaného tlaku.
Vyhtivaci pec — v ni jsou umistény patrony se vzorky. Pomoci oto¢nych
vstupnich ventilll je k ni pfipojeno vysokotlaké cerpadlo, které do patron
vpousti CO, pod zvolenym tlakem. Pod ni je umisténa jednotka umoznujici
nastaveni teploty v peci ateploty sbérného zatizeni. Pec disponuje Ctyfmi
pozicemi, ke kterym je moZno pfipojit patrony.

Sbérné zatizeni s vystupnimi hroty — je piipojeno k vyhiivaci peci pomoci
otocnych vystupnich ventili. Vedou z néj hroty, ke kterym jsou pfipojeny
sbérné ndadoby. K citlivému nastaveni pratoku skrz hroty slouZzi ptesné
davkovaci ventily.

Pritokomér — pomoci potrubi zakonceného hrotem je piipojen ke sbérnym

nadobam a umoziuje sledovat pratok CO, celym zatizenim.

N&doba s modifikdtorem Sbé&rnd nadoba

Vysokotlake cerpadig

= =
Kompresor m m
SR

| Ventil pro odtlakovani
|

Ve
Vystupni ventil

Extrakénicela

(= |

m ventil pro regulaci priitoku
I 2
L

Vyhrivaci pec

-

Vstupni ventil

Cerpadlo modifikatoru

Obr. 7: Schéma pristroje SFE-4 [20].
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K tomuto pfistroji je k dispozici i modul pro pfidani vhodného rozpoustédla k CO,.

Tento modul rozsifuje moznosti vyuZziti SFE-4, v této prici vSak nebyl pouZit.
Operacni parametry pfistroje jsou:

- Maximdlni tlak — 690 bar.

- Maximalni teplota — 240 °C.

- Maximaln{ priitok SCF — 20 I'h”’

- Kapacita patron — k dispozici byly patrony pouze o objemu 50 ml, pfistroj v§ak
umoziiuje pouziti patron o objemu az 1 1

- Délka vystupnich hrotii — 9 cm

6.3.1 Provoz pristroje
Pfistroj je schopen pracovat ve dvou rezimech:

- Staticky rezim — pfi tomto rezimu jsou uzavieny vystupni ventily, SCF
neproudi ven a zUstdva se vzorkem uvnitf patrony.

- Dynamicky reZzim — pifi tomto reZimu jsou vystupni ventily otevieny a vzorek
po interakci s SCF uvnitt patrony proudi ven skrz sbérné zafizeni a vystupni

hroty do sbérnych nadob.

6.3.2 PInéni patron

Dtlezitym krokem préce s piistrojem je plnéni patron. Patrona je nejdiive uzaviena
z jednoho konce Sroubovatelnou hlavici. Tento konec je vhodné oznacit, protoze je do pece
vkladéan smérem nahoru. Do patrony je nasledné vlozen kousek skelné vaty, ktery se musi
stésnat pomoci péchovaci tyCe. Ndasledné je vloZen vzorek. Zbyvajici prostor je vyplnén
sklenénymi kulickami o priméru 1,5 mm. Déle je vloZen dalsi kousek skelné vaty, ktery je
nutno opéct stésnat. Nakonec je patrona uzaviena z druhé strany Sroubovatelnou hlavici.
Patrona je poté vlozena do vyhiivaci pece do piislusné pozice. Schéma naplnéné patrony

pfed jejim uzavienim druhé strany je na nasledujicim obrazku (Obr. 8):

—1— Skelna vata

——— Sklenéné kulicky

—— Vzorek

——— Skelna vata

—— Horni konec patrony
L]

Obr. 8: Schéma naplnéné patrony.
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6.4 Piiprava nanocdstic kofeinu

V této casti budou popsiany soucasné vysledky piipravy castic kofeinu, zdkladni

vlastnosti kofeinu, postup a podminky piipravy aplikované pomoci piistroje SFE-4.

Céstice kofeinu spolené s anthracenem metodou RESS byly jiz difve pfipraveny.
Ptipravé ¢astic Cistého kofeinu vSak byla v této praci vénovana jen mala Cast, kde Castice

dosahovaly faddové mikroskopickych rozméri [21].

Rozsdhlejsi prace byla zaméfena na pripravu nanocastic kofeinu metodou GAS. Pii
této metod¢ byly Castice rozpuStény v chloroformu nebo dichlormethanu a jako anti-
rozpoustédlo byl pouZit scCO,. V této praci byl hlavné zjistovan vliv rozpoustédel,
rychlost vstfikovani a vliv rastového retardantu, ktery ovliviiuje velikost a krystalinitu
vyslednych castic. Ddle byl v této praci zjiStovéan i vliv teploty na vyslednou velikost
¢astic. Bylo zjiSténo, Ze pti zvySovdni teploty dochédzelo ke sniZeni velikosti vyslednych
Castic, nicméné nejvyssi pouZzitd teplota byla 50°C. Vysledné castice tvorily jehliCky

a dosahovaly fddoveé mikrometra [22].

6.4.1 Kofein

Nz s

Kofein (CsH;oN4O,, Obr. 9) je latka tvofici bily krystalicky prasek nebo jemné bilé
krystalky, snadno sublimuje. Je mirné rozpustny ve vodé, snadno rozpustny ve vrouci
vod¢, tézce rozpustny v ethanolu a v etheru. Rozpousti se v koncentrovanych roztocich

alkalickych benzoant a salicylanii [23].

Kofein je stimulant centrdlniho nervového systému, ktery se pfirozené vyskytuje ve

vice nez 60-ti druzich rostlin, a je pouZivan v n€kolika potravindch, napojich a 1écich [24].

3

N \]/O
%
A
/N CH,
CH; o

Obr. 9: Strukturni vzorec kofeinu [25].
6.4.2 Postup pripravy
Ptiprava ¢éstic probihala v téchto krocich:

- Plnéni patron vzorkem (viz 6.3.2)

2.7

- VloZeni patron do zahtivaci pece a zahtati na zvolenou teplotu
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- Vpusténi CO; pod zvolenym tlakem do patron

- Podrobeni vzorku statickému rezimu SFE po zvolenou dobu

- Dokonceni procesu dynamickym rezimem SFE po zvolenou dobu a jimani do
vialek

- Odebrani a analyza ptipravenych vzorkt

6.4.3 Podminky piipravy

Mnozstvi ptivodniho vzorku kofeinu pouZzitého pfti pfipravach bylo zvoleno na 0,2 g
z divodu jeho omezeného mnoZstvi. Toto mnozZstvi bylo do patron umistovdno diive

popsanym zpusobem (viz 6.3.2).

Jak bylo popsdno vySe, parametrem, ktery ovliviiuje velikost Castic, je tlak. Pfi
piipravé pomoci uvedeného pfistroje vSak jeho vliv na velikost vzniklych ¢éastic nebyl
zjistovan z divodu ucpdvani potrubi pii jeho nizSich hodnotéach. Pii vyssich tlacich Casto
dochézelo k netésnosti patron, kvuli které musela byt piiprava pieruSena a opakovédna po
opétovném utésnéni patron. Z téchto diivodii nebyla zkoumdna zavislost velikosti ¢dstic na
tlaku scCO,. Jako pracovni hodnota tlaku byla zvolena hodnota 150 bar, pfi které
dochdzelo pouze k obCasnému ucpani potrubi, a méfeni nemuselo byt pierusovano

z diivodu netésnosti patron.

Dal§fm parametrem ovliviiujicim velikost &astic je teplota. Castice kofeinu byly
piipravovany pfii teplotach 45, 50, 80 a 100°C. Teplota sbérného zafizeni byla pfi vSech
meéfenich nastavena na konstantni hodnotu 110°C, protoze pfti niZsich teplotiach dochéazelo
k vyraznému zamrzéani vystupnich hrotl. Toto zamrzani{ je pfirozenou reakci zptisobenou
poklesem tlaku [13]. Abychom tomuto problému zamezili, museli bychom hroty také
zahiivat nebo je alespon zkratit, aby jejich konec byl co nejblize zahidtému sbérnému

modulu.

Doba statického reZimu by mohla také ovlivnit velikost ¢astic, nicméné v této préci
byla zvolena na 10 min a jeji vliv bude pfedmétem dalsi prace. Doba dynamického rezimu
byla stanovena na 60 min, protoZe pti této dobé bylo jiz dostatecné mnozZstvi vzorku
k nékterym analyzam. AvsSak pfi této dob¢ se znacné snizoval vytéZek vzork, proto nebyla

tato doba prodluzovana.
Pritok CO, byl nastavovén pfiblizné na 5 I'h”". Tento tdaj je pouze piiblizny z diivodu
malého rozliSeni pratokoméru. Zaroven tato hodnota casto kolisala z divodu ob¢asného

ucpani potrubi, po kterém musela byt vzdy zkorigovdna pomoci pfesnych ddvkovacich

ventilu.
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6.5 Piiprava nanoddstic léciv

Druhou casti prace byla pfiprava nanocastic dalSich 1éciv. K dispozici byla celd fada
1éCiv, ze kterych byla moznost vybéru. K piipravé byly pouZzity tfi z nich — aspirin,
nifedipin a cimetidin. Postup pfipravy byl stejny jako v pfipad¢ ptipravy nanocastic

kofeinu.

6.5.1 Aspirin

Aspirin je komer¢ni ndzev 1é¢iva s u€innou latkou v podobé kyseliny acetylsalicylové
(CyHgOy4, Obr. 10a). Tvoii bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly. Je t&Zce

rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v lihu 96%, dobfte rozpustny v etheru [23].

Aspirin se pouzivd na tiSeni bolesti hlavy, zubti, bolesti v krku spojenych
s nachlazenim, menstruacnich bolestech, bolestech svalii nebo zad. Dale pfi zanétlivych

onemocnénich hornich cest dychacich nebo chfipce, k dlevé od bolesti a horecky [26].

Aspirin byl vybran, protoze pfiprava jeho mikrocastic o velikostech 2-5 pm pomoci

metody RESS byla popsédna diive a jednd se o snadno dostupné 1é¢ivo [14].

6.5.2 Nifedipin

Nifedipin (C17H3N,Og, Obr. 10b) tvoii zluty krystalicky prasek. Je prakticky
nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v acetonu, téZce rozpustny v ethanolu. Pasobenim
denntho aumélého osvétleni wurcitych vlnovych délek se snadno méni
v nitrosofenylpyridinovy  derivat. = Plsobenim  ultrafialového svétla  vznikd
nitrofenylpyridinovy derivat. Roztoky se pfipravuji tésné pfed pouzitim v temnu nebo
za pouziti svétla dlouhych vlnovych délek (> 420 nm) a chrani se pfed svétlem [23].

Nifedipin se pouziva k1écbé vysokého krevniho tlaku a anginy pectoris (bolest
na hrudi). Nifedipin je zatazen do tfidy 1€kt zvanych blokétory védpnikovych kanala.

Uvolnuje cévy, tim sniZuje zatiZzeni srdce, a také zvysuje piisun krve a kysliku do srdce

[26].

Ze stejného diivodu jako aspirin byl vybran nifedipin, jehoZ ptipravené ¢astice popsané
v odborné literatufe dosahovaly velikosti 1-3 um. Cistice nifedipinu byly mimo metodu

RESS pfipraveny také metodou PGSS a dosahovaly velikosti 15,4 um [14].
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6.5.3 Cimetidin

Cimetidin (C;oH;6NeS, Obr. 10c) tvoii bily nebo témet bily prasek. Je t€Zce rozpustny
ve vodé, dobte rozpustny v lihu 96%, prakticky nerozpustny v etheru a v dichlormethanu.

Rozpousti se ve zfedénych minerdlnich kyselinach [23].
Cimetidin se pouzival k 1é¢bé viedd. Patii do tfidy 1€kt nazyvanych blokatory H2.
SniZuje mnozZstvi kyseliny vyrobené v zZaludku [26].

Pfiprava cimetidinu nebyla touto metodou dfive popsdna. Nicméné byl vybrin

z divodu jeho mozného dalsiho vyuziti v laboratofi CNT.

N—/
a) H

Obr. 10: Strukturni vzorec a) aspirinu, b) nifedipinu a ¢) cimetidinu [25].
6.5.4 Podminky pFipravy

K pfipravé nanocastic bylo pouZzito 0,2 g ptivodnich vzorki zminénych 1éCiv, ktera
byla do patron umisténa diive popsanym zpiisobem (viz 6.3.2) a postupovalo se stejnym

zplisobem, jako pfi piipravé nanocastic kofeinu (viz 6.4.2.).

Teplota v peci béhem piipravy byla zvolena na 45°C. I kdyz bylo pii ptipravé kofeinu
zjisténo, Ze pii vysSsi teploté vznikaly mens$i Castice (viz 7.1), nemusi to platit obecné.
Zaroven v této Casti pridce nebyla zjiStovana zdvislost velikosti vyslednych castic na
teploté, proto byla tato teplota zvolena Cisté z Casovych diivodi, protoZe je ji dosazeno
rychleji.

Ptivedeny CO, byl pod tlakem 150 bar. Hodnota tlaku byla zvolena na zdkladé
predchozich zkuSenosti pifi piipravé nanocastic kofeinu. Ze stejnych divodii byl pritok
CO, nastaven na 5 I'h”. Doba statického provozu byla nastavena na 10 min. Doba

dynamického provozu byla nastavena na 60 min.
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7. Vysledky a diskuze

Podarilo se pfipravit ¢astice a nanocastice kofeinu. AvSak z divodu malé vytéZnosti
pfipravy touto metodou nebyly vSechny vzniklé Castice a nanocdstice podrobeny vSem
analyzam. Déle vznikly ¢dstice aspirinu, které byly zkoumany pouze vizualnim zptsobem.

Cistice nifedipinu a cimetidinu nebyly pozorovany.

7.1 Priprava nanoddstic kofeinu

Z diive uvedeného divodu ucpdvani potrubi a netésnosti patron nebyla vySetfovdna
zavislost vzniklych Castic na tlaku a priitoku CO,. To zna¢n€¢ omezilo optimalizaci této
metody pro piipravu nanocastic kofeinu. Pfipravené c¢astice ananocdstice spolecné
s pivodnim vzorkem byly podrobeny charakterizaci s vyuZitim metod SEM, FTIR, XRD

a zjisténim distribuce velikosti ¢astic.
7.1.1 SEM

Ke zjiSténi tvaru castic bylo vyuZzito skenovaci elektronové mikroskopie (SEM).
Cistice ¢istého kofeinu pred pouZitim SFE-4 tvofily krystaly o pfiblizné velikosti 10-30
um (Obr. 11a). Céstice piipravené metodou RESS pfi teplotach 45°C (Obr. 11b) a 50°C
(Obr. 12a) tvorily tfidimenziondlni Castice a nanocastice, které aglomerovaly do vétSich
celkt. Kofein pfipraveny metodou RESS pii teplotich 80°C (Obr. 12b) a 100°C (Obr. 13)

tvofil jehlickovité nanocastice, které také aglomerovaly do vétSich celkd.

HFW [spot| HV ‘ det| WD [mag O[mode HFW [spot] HV [det| WD [mag O[mode
a) 99.5 um| 5.0 [15.00 kV|ETD [10.0 mm| 3000 x | SE RMTVC - VSB TUO b) 99.5 ym| 5.0 [10.00 kV|ETD10.5 mm| 3 000 x | SE RMTVC - VSB TUO

Obr. 11: SEM snimek ¢astice a) ptivodniho vzorku kofeinu a b) ¢astic pfipravenych
metodou RESS pii teploté 45°C.

33



HFW | spot HV det WD | mag O0|mode
) 49.7 ym| 5.0 [10.00 kV|ETD [10.7. mm| 6 000 x | SE

Obr. 12: SEM snimky a) ¢astic kofe
¢astic pripravenych metodou RESS pfi teploté 80°C.

HFW | spot HV det WD |mag O |mode
9.7 10.00 KV |ETD|10.6 mm| 6 000 x | SE

Obr. 13: SEM snimek ¢éstic pripravenych metodou RESS pfi teploté 100°C.

7.1.2 FTIR spektroskopie

K vysetieni vazebné struktury vzorkli byla vyuZita infracervend spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR). IR spektra (Obr. 14) vSech ptipravenych vzorkd se
shoduji se spektrem cistého vzorku i se spektrem uloZenym v knihovné spekter. Z této
skutecnosti vyplyva, Ze pii ptipravé vzorkli nedoslo k zddnym zméndm vazeb ve struktuie

kofeinu.

Pokud porovndme strukturu kofeinu (Obr.9) sIR zdznamem (Obr. 14), miZeme
rozligit absorp&ni péasy odpovidajicich funkénich skupin. V oblasti mezi 1500-2000 cm’™
jsou charakteristické péasy pro vibrace vazeb C=0, C=N a C=C skupin. V oblasti kolem
3000 cm™ valenéni vibrace vazeb C-H a N-H skupin. Vyrazn je shoda v oblasti 400-1500

cm’™, coZ je oblast tzv. ,,otisku palce,* typickd pro kazdou slou¢eninu [27].
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Obr. 14: Spektrum z knihovny (Cernd), spektrum pivodniho vzorku (Cervend), spektrum
vzorku pfipraveného metodou RESS pii 45°C (zelend) a pti 100°C (modra).

7.1.3 XRD

K vysetieni krystalinity bylo vyuZito rentgenové difrakéni (XRD) analyzy. Krystalinita
ovliviiuje stabilitu materidlu a fyzikdlné-chemické vlastnosti ¢astic. V zaznamu (Obr. 15)
je patrné, Ze polohy bazdlnich difrakci ptivodniho vzorku i pfipravenych vzorka se shoduji,
zaroven doSlo k vymizeni nékterych bazélnich difrakci u pfipravenych vzorki. Intenzita
bazalnich difrakci vzorku pfipraveného metodou RESS pfi teploté 45°C (Obr. 15) oproti
difrakcim ptavodniho vzorku (Obr. 16) poklesla. Vyraznéjsi pokles je pozorovan
u intenzity bazdlnich difrakci vzorku pfipraveného metodou RESS pii 100°C (Obr. 17).

Toto sniZeni intenzity miZe byt zptisobeno sniZenim krystalinity [16].
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Obr. 15: XRD zdznam ptuvodniho vzorku (cisty), vzorku pfipraveného metodou RESS pfi
45°C (kof1) a pti 100°C (kof6).
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Obr. 16: XRD zdznam vzorku pfipraveného metodou RESS pti 45°C.
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Obr. 17: XRD zaznam ptivodniho vzorku.
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Obr. 18: XRD zdznam vzorku ptipraveného metodou RESS pii 100°C.
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7.1.4 Méreni velikosti ¢astic

Pfi tomto méfeni byly Céstice rozdispergovdny v toluenu. Velikosti ¢astic (d) byly
stanoveny metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) aodpovidaji tzv.
hydrodynamickému praméru, ktery je podle Einsteinovy rovnice ekvivalentni pruméru

koule se stejnym koeficientem diftze.

Velikosti pfipravenych €astic se pohybuji v rozmezi 50-1500 nm. Z grafi distribuce
velikosti €astic (Obr. 19-22) je patrné, Ze pii vysSich teplotich se objemova distribuce
posunovala k nizsim velikostem. Zaroven je patrné, Ze pfi piipravé ¢astic metodou RESS
pii teplotach 50°C a 80°C (Obr. 20, 21) vznikla maléd ¢4st nanoc¢éstic. Naopak pfi piipraveé
¢astic metodou RESS pfi teploté 100°C (Obr. 22) vznikly ¢astice nad 1um, ty v§ak mohou

predstavovat nerozdispergované shluky ¢astic, které tyto ¢astice vytvérely (Obr. 13).

Pii vyhodnoceni distribucni kiivky velikosti ¢astic pfipravenych metodou RESS pfi
45°C a 50°C (Obr. 19, 20) musime brit v tvahu jejich tfidimenziondlni tvar zjiStény
z ptisluSnych snimkt ze SEM (Obr. 11b, 12a). Zaroven pti vyhodnoceni distribu¢ni kiivky
velikosti ¢astic ptipravenych pti 80°C a 100°C (Obr. 21, 22) musime brat v Gvahu jejich
jehlickovy tvar zjiStény ze snimku SEM (Obr 12b, 13). Ztoho vyplyva vhodnost

kombinace DSL a SEM pro méfeni velikosti a tvaru ¢astic.

Nejuzsi distribu¢ni rozsah velikosti Castic byl pozorovan u Castic pfipravenych
metodou RESS pii teplotach 45°C a 80°C. Avsak pfi tomto tvrzeni musime mit na paméti

tvar Castic zjiStény pii analyze SEM (viz 7.1.1).
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Obr. 19: Objemov4 distribuce velikosti ¢astic pfipravenych metodou RESS piti 45°C.
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Obr. 20: Objemova distribuce velikosti ¢astic pfipravenych metodou RESS pii 50°C.
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Obr. 21: Objemova distribuce velikosti Castic pfipravenych metodou RESS piti 80°C.
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Obr. 22: Objemova distribuce velikosti ¢astic piipravenych metodou RESS pii 100°C.
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7.2 Priprava castic léciv

Pfi ptipravé nanocastic aspirinu vznikly Castice, které vSak nebyly nijak analyzovany,
protoze cilem této prace bylo pouze zjiSténi, zda pouzitim této metody vznikaji. Jejich

analyza bude pfedmétem dalsi prace.

Pii pfiprav€é nanocdstic nifedipinu nebyl pozorovan vznik jakychkoli Castic touto
metodou, i kdyZ jejich vznik za pouZiti metody RESS byl v literatufe popsan [14]. Hlavnim
divodem je pravdépodobné volba nevhodnych pracovnich podminek. Dal§im divodem by
mohla byt pfeména nifedipinu na jeho derivaty vlivem svétla pfitomného v laboratofi.
PrestoZze byla prace v laboratofi provadéna s ohledem na tento fakt, nedokazalo se zcela

zabranit vystaveni nifedipinu svételnému zareni.

Pfi piipravé nanocastic cimetidinu nevznikaly Zddné castice. Tato metoda proto
nebude pro piipravu jeho nanocastic vhodnd. K jejich ptipravé se bude muset vyuZzit jind
metoda, popt. zvolit jiné pracovni podminky piipravy RESS metodou, pii kterych by mohl

byt vznik nanoc¢éstic pozorovan.

7.3 Prdce s piistrojem

Jednim z cili prace bylo ovéfeni, zda je mozné pouZit komerén¢ doddvany piistroj
Spe-ed SFE-4 pro piipravu nanocastic metodou RESS. Bylo zjiSténo, Ze nanocastice 1ze
pomoci piistroje a zvolené metody piipravit. Pfistroj vSak neni vhodny v primyslovém

m¢éfitku, a to z divodl uvedenych niZe.

Nejvétsi nevyhodou pii préaci s uvedenym SFE systémem byla Castd netésnost patron,
kvuli niz musela byt pfiprava mnohokrat zastavena a znovu opakovéna. Tento problém byl
zpusoben pravdépodobné rychlym opotiebenim té€snicich krouzk, jejichz obnova zvySuje

naklady na pfipravu Castic.

Dalsi nevyhody se tykaji Casové ndroCnosti pii prici s pristrojem. Prvni z nich je
zdlouhavé ru¢ni CiSténi, které se musi provadeét po kazdém méfeni z divodu zajisténi
spolehlivych vysledki. Druhou je pak pomalé zahtati patrony na provozni teplotu, i kdyz

dosaZeni pozadované teploty v peci je rychlé.

Naopak vyhodou pfistroje byla jednoduchd manipulace s jejimi ¢astmi, zejména se
samotnymi patronami a jejich zapojenim do piistroje. Dalsi vyhodou byla snadna
nastavitelnost provoznich podminek pomoci pfehlednych ovladacich panelt.

Pti piipravé Castic doSlo k problému, kdy vysokotlaké Cerpadlo provadélo opakované

cykly, anedokdzalo uvést CO, pod poZadovany tlak. Tento problém byl zpiisoben
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nedostatkem CO, v tlakové 1dhvi. Po vyméné tlakovych lahvi byl tento nedostatek vyfesen.
Tuto pozndmku zminuji z divodu zamezeni tohoto problému pii dal$i manipulaci

s piistrojem.
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8. Zavér

V praci byly shrnuty zdkladni vlastnosti SCFs. Ddle byly piedstaveny jejich riizné
primyslové aplikace, které jsou mozné vzhledem k jejich vlastnostem pohybujicim se mezi
vlastnostmi kapalin a plynil. Prace byla zaméfena hlavné na pfipravu nanocastic a zejména
nanocdstic 1é¢iv pomoci metod vyuzivajicich SCFs jako rozpoustédlo nebo takzvané anti-
rozpoustédlo. Experimentdlni Cast prace byla vénovédna piipravé nanocastic kofeinu,

aspirinu, nifedipinu a cimetidinu.

V experimentdlni Casti se podafilo pfipravit Castice a nanocdstice kofeinu pomoci
komer¢né¢ doddvaného piistroje Spe-ed SFE-4 metodou RESS. Velikost pfipravenych
¢astic se pohybovala v rozmezi 50-1400 nm, kdy nejvetsi Cast byla v rozmezi 300-700 pm.
Bylo zjiSténo, Ze pii vysSich teplotdch dochazelo k vétSimu zmenSeni Céstic, coz odpovida
vysledklim v literatufe, avSak za vyuziti metody GAS [22]. Pfi teplotach 45°C a 50°C
vznikaly trojdimenziondlni ¢éstice a nanocCdstice, pii teplotich 80°C a 100°C vznikaly
jehliCkovité C4astice a nanocastice. Nejuzsi distribuci velikosti Castic mély Céstice
pfipravené pii 45°C. Pfi tomto tvrzeni vSak musime vzit v potaz jehlickovity tvar Cdstic
piipravenych pfi teplotich 80°C a 100°C, ktery muze ovliviiovat vysledny tvar jejich
distribu¢nich kiivek. Pfi pfipravé nedochazelo k zadné zméné vazebné struktury kofeinu.

Krystalinita ¢astic ptipravenych ¢éstic s rostouci teplotou klesala.

Dalsi ¢ast experimentdlni prace byla zaméfena na pfipravu nanocCdstic aspirinu,
nifedipinu a cimetidinu stejnou metodou jako pfi ptipravé kofeinu. Z vybranych 1éCiv byly
vizudlné pfipraveny pouze &dstice aspirinu, které budou pfedmétem dalsi analyzy. Castice
nifedipinu nebyly piipraveny, i kdyZ jejich vznik byl difve pozorovéan. Céstice nevznikly
pravdépodobné kvili zvoleni nevhodnych provoznich podminek nebo moZné premény
nifedipinu na jeho derivity vlivem svétla piitomného pii prici v laboratoii. Céstice
cimetidinu také nebyly pfipraveny, kvili jejich pravdépodobné nerozpustnosti v scCO,
a tedy jejich nevhodnosti pro piipravu touto metodou nebo z ditvodu zvoleni nevhodnych

provoznich podminek.

Bylo zjisténo, Ze pomoci pfistroje Spe-ed SFE-4 lze pfipravit nanocastice kofeinu
a Castice aspirinu metodou RESS. Pfi piipravé vSak miiZe nastat fada problému, kterym se
musi predchazet. Je to zejména ucpavani potrubi a obCasné netésnosti patron pii jejich
ptipravé. Nevyhodou pfistroje je jeho zdlouhavé ¢isténi a dlouhd doba ohfevu patrony na
zvolenou teplotu. Vyhodou je naopak snadnd prace s jejimi ¢4stmi a snadnd nastavitelnost

provoznich podminek. Zaroveni tento pfistroj umoznuje pifipojeni modulu k pfipojeni
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rozpoustédla k SCF, coz znacné rozSifuje moznosti prace s timto piistrojem. V neposledni
fad¢ pristroj umozinuje pfipojeni jinych vystupnich hrotli, které mohou také ovlivnit
morfologii vyslednych castic. Na vyrobu vhodnych hrotd mohou byt oslovena jina
pracoviité VSB-TUO. Ztéchto divodd miZe byt piistroj Spe-ed SFE-4 vyuZit pro

laboratorni piipravy a vyzkumu ¢astic a nanocastic 1é¢iv metodou RESS.
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