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ABSTRAKT

Bakalarskd prace se vénuje nanocasticim, jejich charakterizaci a vyuziti jako UV filtrii
v kosmetice. Béhem aplikace kosmetickych pfipravka s nanocasticemi na ochranu proti UV
zateni, dochazi k jejich pfimému kontaktu s lidskym organismem. Cilem prace tak bylo 1épe
porozumét chovani pouzivanych nano UV filtri v simulovanych biologickych podminkach.
Pro praci byly zvoleny nanocéastice TiO; a bisoctrizolu, které byly analyzovany
ve fyziologickych roztocich a simulovanych télnich tekutinach, sriznym slozenim,
iontovou silou a hodnotou pH. Pomoci méteni rozptylu svétla byla pozorovana aglomerace
nanocastic obou UV filtrti v riznych médiich, kterd zavisela na typu castice, ale predevsim
na typu a slozeni jednotlivych médii. Dale byl analyzovan i1 zeta potencial a fotostabilita

zminénych UV filtri.

Klicova slova: nanocastice, oxid titanicity, bisoctrizol, aglomerace

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with nanoparticles, their characterisation and use as UV filters
in cosmetics. During their applications, sunscreens containing these nanoparticles come into
direct contact with human body. With the aim for better understanding of behaviour
of commonly used nano UV filters under biological conditions, TiO> and bisoctrizole
nanoparticles were analysed in physiological and simulated body fluids, with different
composition, ion strength and pH values. Based on light scattering measurement,
the agglomeration of particles in contact with the fluids was observed, depending on type
of particles, but mainly on the type and composition of the dispersion media. Furthermore,
zeta potential and photostability of TiO» and bisoctrizole nanoparticles were analysed

as well.

Keywords: nanoparticles, titanium dioxide, bioctrizole, agglomeration
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UvVOD

Pfirodni nanocastice jsou nedilnou soucdsti organismu i pfirody, mohou vznikat napiiklad
pii fotochemickych reakcich nebo sopecnych erupcich. Lidé se je naudili vyuzivat jiz pied
4500 lety, kdy napt. pouzivali pfirodni azbestova nanovlédkna k vyztuzeni keramiky [1].
Nanodastice, i kdyz jisté nevédomé, pouZivali rovnéz stafi Rimané pii vyrob& skla
a keramiky. V poslednich desetiletich se vSak do popiedi zajmu mnoha obord dostaly
synteticky vyrobené nanocastice, které se vyuzivaji pro jejich specifické vlastnosti
[2]. Vyjimkou neni ani kosmeticky primysl a nanocastice se tak staly nedilnou soucasti
mnoha kosmetickych ptipravkil, v nichZ je jejich kontakt s lidskym télem nevyhnutelny.
Z tohoto diivodu jsou vyzadovany informace o jejich fyzikalné chemickych a biologickych
vlastnostech, vCetné toxicity a chovani za fyziologickych podminek. Cilem této prace je
proto charakterizace nékterych zékladnich vlastnosti nanoc¢astic komeréné pouzivanych
v kosmetickych formulacich, vcéetné jejich praktického stanoveni, a to piedevSim se
zaméfenim na nanocastice pouzZivané v piipravcich na ochranu kiZze pfed neptfiznivymi

ucinky UV zéfeni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NANOCASTICE

Pfedpona ,,nano“ zna¢i mocninu 107°. V piipadé nanocastic se vztahuje k jedné
ze zakladnich jednotek soustavy SI, délce, a predstavuje tak jednu miliardtinu metru.
Definice nanocéstic se obvykle vztahuje k jednotlivym materialtim a oblastem jejich pouziti,
proto je jedinou vycerpavajici definici, ktera by zahrnovala vSechny nanomaterialy obtizné
formulovat [3]. Obecné jsou v literatufe za nanocastice oznacovany ¢astice alespoil s jednim
vnéjSim rozmérem od 1 do 100 nm [1], coZ je platné i pro nanocastice pouzivané

v kosmetice [4].

Latky a chemické materidly slozené z nanocastic jsou oznacovany jako nanomateridly.
Doporuceni Evropské komise 2011/696/EU definuje nanomaterial
nasledovné ,, Nanomateridalem se rozumi prirodni materidl, material vznikly jako vedlejsi
produkt nebo material vyrobeny obsahujici castice v neslouceném stavu nebo jako agregat
¢i aglomerat, ve kterém je u 50 % nebo vice cdstic ve velikostnim rozdéleni jeden nebo vice

vnéjsich rozmeéru v rozmezi velikosti 1—100 nm “[5].

1.1 Specifické vlastnosti nano¢astic

Charakteristickym rysem nanocastic je, ze nejsou pouhou zmenseninou svych makro forem,

ale maji zcela specifické a odlisné vlastnosti [3].

1.1.1 Velikost nanocastic

Samotna velikost nanocastic je jejich zasadnim parametrem. Se zmensujicimi se rozméry
dochazi ke zvySovani specifického povrchu castic (plocha povrchu pevné latky, vztazena
na jednotku hmotnosti) a tim se zdsadné¢ méni pomér plochy povrchu k objemu castice.
Diusledkem této skutecnosti je pfitomnost vétSiho procenta atomii a molekul na povrchu
nanocastice, které vzhledem ke své vétsi aktivité vedou ke snadnéjSim vazebnym interakcim

s okolim a zpiisobuji tak naptiklad vyssi reakéni rychlost chemickych reakci [6].
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1cm

1cm

- e o Lo
e

Poéet krychli: 1 Poéet krychli: 10
Specificka plocha povrchu: 6 cm?/g Specificka plocha povrchu: 600 m%'g

Obrazek 1 Narist specifické plochy povrchu se zmensenou velikosti pri zachovani stejného
celkového objemu, upraveno podle [3]

V zévislosti na velikosti dochazi také ke zméné optickych vlastnosti nanocastic, jako je
naptiklad schopnost odrazu, ¢i absorpce svétla [7]. V piipadé€ zlatych nanocastic velikosti
15 nm se uvadi, ze k maximalni absorpci svétla dochazi pti vinové délce 525 nm, zatimco
u nanocastic velikosti 45 nm pii hodnoté vinové délky 575 nm [3]. U kovovych nanocéstic
je do tohoto jevu zapojena tzv. povrchova plasmonova rezonance. Kdyz je kovova Castice
vystavena svétlu, indukuje elektromagnetické pole svétla kolektivni koherentni oscilaci
volnych elektronii kovu (elektrony pasma vodivosti). Tato elektronova oscilace kolem
povrchu castice zptisobuje vytvoreni indukovaného dipolu. Na jedné strané kovové
nanocastice se vytvoii zédporny ndboj, zatimco na druhé kladny, coz vede ke koherentni
oscilaci téchto elektrontt ve sméru elektrického pole svétla. Ke zvysené absorpci dochdzi,
pokud je frekvence elektromagnetického zatfeni svétla shodna s frekvenci plasmonové

rezonance [8], [9].

Elektrické pole

pole
Castice kova : :
Elektronovy mrak

Obrazek 2 Schéma povrchové plasmonové rezonance castice kovu, upraveno podle [9]
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1.1.2 Stabilita nanoéastic

Nanocastice se v kosmetickych aplikacich ¢asto vyskytuji ve formé suspenzi, které mohou
podléhat riznym formam nestability, jako je aglomerace. U suspenzi s ¢asticemi o velikosti
do 1 um mé na aglomeraci podstatny vliv Browntv pohyb. Diky nému dochézi k neustalym
srazkam mezi ¢asticemi, coz spolu s ptisobenim pfitazlivych Van der Waalsovych sil mize
vést ke vzniku podstatné vétsich Castic. Na tyto sekundarné vzniklé Castice pak vyznamné
pusobi gravitace, kterd piipiva kjejich dalSimu usazovani (sedimentaci). Tomuto
nezadoucimu jevu se da zabranit napf. zavedenim ndboje na povrch ¢astice [10]. Povrch
nabité nanocastice tak obklopi pevné vazana tenka vrstva iontll opa¢ného naboje a vytvori
tzv. Sternovu vrstvu. Tu obklopi dalsi vrstva volnéji asociovanych iontt, které jsou ale stale
vazané k povrchu cCastice a nasleduji ji pfi pohybu. Tyto vrstvy vytvoii tzv. elektrickou
dvojvrstvu, kterd je ohrani¢ena rovinou skluzu, za kterou ionty jiz Castici nendsleduji

[11], [12].

Rovina
skluzu
| S —
Castice se zipornym l
povrchovym nabojem Zeta
potenical

Obrazek 3 Schéma elektrické dvojvrstvy cdstice v kapaliné, upraveno podle [11]

Potencidlovy rozdil mezi vrstvou protiiontl na povrchu ¢astice a kompaktni, diftzni ¢asti
elektrické dvojvrstvy se oznacuje jako zeta, piipadné elektrokineticky potencial. Jeho
jednotkou jsou milivolty [mV] a zavisi na pH a iontové sile disperzni faze, ve které se
nanocastice pohybuji. Dobie jde tento jev vidét na ptikladu nanocastice v prostredi
s negativnim zeta potencidlem. Po pfidani zdsady dojde k zvySeni zaporného naboje Castice.
Naopak po ptidani kyseliny dojde k neutralizaci zaporného naboje, a pii jejim dostate¢ném

ptidavku az k vytvoteni naboje kladného. Jinymi slovy u nanoc¢éstice vystavené alkalickému
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prostiedi dosahuje zeta potencial zapornych hodnot, zatimco v kyselém prostiedi kladnych
[13]. Hodnota pH, pii které jsou naboje v rovnovaze se nazyva izoelektricky bod. Obecné
jsou suspenze se zeta potencidlem v intervalu od +30 mV do —30 mV povazovany
za nestabilni, protoze odpuzovani nanocéstic pfi téchto hodnotach neni dostatecné [10].
Zeta potencial je tedy dtlezitou velic¢inou, kterd slouzi k hodnoceni a stability disperznich

soustav a jeho znalost miiZze rovn€z pomoci napt. pii jejich formulaci a vyrobe¢.

Stabilizaci syst¢ému nanocastice-kapalina lze také dosdhnout pomoci zavedeni sterické
bariéry. Pti sterické stabilizaci se adsorpci molekul (Casto jsou to povrchové aktivni latky
nebo polymery soucasné rozpustné v disperznim prosttedi) na povrchu nanocastic zvysi

osmotické odpudivé sily, které zvysuji stabilitu nano systému [11].

1.2 Toxicita nanocastic

Ackoli jedinecné vlastnosti nanomateriali vyustily v exponencidlni narlst jejich pouZiti,
informace o jejich toxicité stdle nejsou dostatecné. Zakladni prekédzkou na tomto poli
vyzkumu je velké mnoZstvi druhli nano€astic a Sirokd variabilita jejich vlastnosti. Mnoho
synteticky pfipravenych nanomaterialii obsazenych v komer¢nich produktech je soucasti
naSeho kazdodenniho zivota. Napiiklad nanocastice oxidu titani¢it¢ho jsou jedny z nejcastéji
pouzivanych nanocéstic a setkdvame se s nimi nejen v kosmetickych ptipravcich, ale i jako
s ptrisadou v potravinarském pramyslu. V téchto 1 jinych aplikacich dochazi k piimému
styku nanocastic s organismem, a jejich moznému priniku do néj. Proto je dilezité
porozumeét interakcim nanocastic s biologickymi systémy a piedchazet tak moznému
nebezpeci [14]. Je ale tieba také zminit, ze kazdy nanomaterial pfed svym pouzitim musi
projit testy a byt schvalen. Rada nanomaterialis se jevi jako netoxickych, a dal§i maji

dokonce pozitivni u¢inek na zdravi [1].

1.2.1 Mechanismus toxicity nanocastic

Rozmanitost nanocéstic a jejich vlastnosti je pfi¢inou riiznych mechanismil jejich toxicity.
Nevratné poskozeni bunék organismit mize byt u nekterych druhd nanocéstic zplisobeno
jejich elektrostatickym nabojem, nebo poSkozenim bunéénych organel pifi penetraci
nanocastice do bunky [1]. Prevladajicim mechanismem nanotoxicity je vSak nadmérna

tvorba reaktivnich forem kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS) [14].

Vznik ROS v organismu je soucasti ptfirozeného biologického procesu v bunikach, ktery se

déje v mitochondriich pii syntéze ATP redukei molekul kysliku na vodu. Malé procento
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kysliku se be&hem tohoto procesu nezredukuje zcela, coz ma za nasledek vznik
superoxidovych a nasledné i dalSich radikalti s obsahem kysliku (napt. hydroxylovych
radikalt a singletového kysliku) a hydrogen peroxidu. ROS maji v organismech pozitivni
fyziologicky vliv na bunécné signdlni systémy. Nadprodukce ROS zpiisobena
nanocasticemi, at’ uz pfimo, nebo nepiimo ovsem vyvolava oxidacni stres, jehoz vysledkem
je neschopnost bunky udrzovat normalni fyziologické funkce. Defekt této bunécné funkce
zpusobuje oxidativni modifikace proteintl, iniciaci peroxidace lipidd, poruseni fetézcti DNA,
modifikaci nukleovych kyselin, modulaci genové exprese aktivaci redoxné-senzitivnich
transkripénich faktori a modulaci zéanétlivych odpovédi prostrednictvim signalni

transdukce, coz vede ke genotoxickym ucinkiim a bunééné smrti [14].

Lipidy Poskozeni membran
Nanomatrialy - ~
” Mitochondrie Poskozeni mtDNA o
Cytotoxicita
ROS Genotoxicita
Oxidacni stres
Proteiny Disfunkce enzymii /
Jadro Genové mutace

Obrazek 4 VIivy ROS na bunku, upraveno podle [14]
1.2.2 Prunik nanocastic do organismu

Malé rozméry umoziuji nanocasticim prochazet bunéénymi membranami a dalSimi
biologickymi bariérami, coz vede k jejich snadnéjSimu vstiebavani do zivych organismii,
kde mohou zpiisobit bunéénou disfunkci. Nanoc¢astic mohou do organismu pronikat riznymi

cestami, a to vdechnutim, pozitim nebo pranikem pies kazi [15][16].
Priinik dychaci soustavou

Inhalace je jednim z hlavnich moznych vstupli nanoc¢éstic do organismu. Malé nanoc¢éstice
mohou piekonat ochranny systém lidského téla ve formé bronchidlniho epitelu
a mukociliarniho systému plic. V zavislosti na jejich fyzikaln&-chemickych vlastnostech,
koncentraci a velikosti mohou v takovémto ptipadé vyvolat riznd onemocnéni, napiiklad
astma nebo plicni emfyzém. Nanocastice, které se do té€la dostanou vdechnutim, mohou dale
pronikat do krevniho fecisteé a odtud do dalSich mist lidského téla, vCetné jater a ledvin [16].

Na zakladé¢ in vivo studii, lze vSak tuto migraci nanoCastic oznacit jako malo



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

pravdépodobnou, kdy naprostd vétSina Skodlivych ucinkli po inhalaci nanocastic byla

pozorovana v dychacich cestach pouzitych zvitat [16].
Prinik gastrointestinalnim traktem

Poziti potravin, vody, ¢i balzdmu na rty s nanoc¢asticemi ale také vykaslaného plicniho hlenu
kontaminovaného nanocasticemi vede k pfitomnosti nanocastic v gastrointestinalnim traktu
(GIT). Vstupni branou pro nanocastice mize byt i tzv. kontakt z ruky do ust (po aplikaci
krému s nanocasticemi na ruce). Pokud dojde k piekonani ochranné funkce epitelovych tkani
GIT a hlenu v zaludku, nanoc¢éastice mohou proniknout az do Zalude¢nich a dalSich
sousednich tkdni, coZ mliZe mit znacné negativni uCinky. Literatura naptiklad uvadi, Ze
oxidac¢ni stres vyvolany pozitim nano TiO> mize vést k poSkozeni membran bunck zlaz
travici soustavy [15].

Prunik kazi

Hojny vyskyt nanocastic v ptipravcich uréenych pro dermalni aplikaci jako jsou 1éky, krémy
a obecné kosmetické ptipravky, €ini z klize Casté vstupni misto nanocastic do lidského
organismu. Transport nanoc¢astic do hlubSich vrstev klize miize probihat pfes piimou
absorpci z korneocytti, vlasovymi folikuly, nebo poSkozenou kuzi. Piimé potencialni
negativni ucinky zahrnuji podrazdéni kize a alergii. Zavaznost téchto projevi zavisi
na mnozstvi proniklych nanocastic, jejich fyzikalné-chemické vlastnostech, dobé expozice
a jejich velikosti. Zatimco nanocastice o velikosti 4 nm a mén¢ jsou schopny proniknout
do neporusené kuze, k absorpci vétsich Castic dochazi pouze ptes porusenou kozni bariéru

a prostup castice vetsi nez 45 nm kozni cestou viibec neprobihé [15].

1.3 Nanocastice v kosmetice

Zakaznici dnes od svych kosmetickych ptipravkl (KP) ocekavaji efektivni péci s vysokym
ucinkem. Kosmeticky primysl se tak stdle snazi pfichdzet s inovacemi, které by tyto
pozadavky naplnily. Jednou z cest je 1 pouziti nanomateriall, jez Casto vykazuji zddané
vlastnosti a mnohdy jsou diky unikdtnim vlastnostem nanocéstic UCinnéj$i néz

makroskopické formy stejného materialu [17].

Vzhledem k potencidlnimu zdravotnimu riziku spojenému s toxicitou nanocastic a také kvili
transparentnosti trhu je nutné uvést obsah nanocastic na etiket¢ KP. PoZadavky
na oznacovani (notifikaci) nanoc¢éstic v KP v EU upravuje ¢lanek 19 Natizeni Evropského

Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich, kde je fe¢eno, ze vSechny
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obsazené prisady ve formé nanomateridlu musi byt jasn¢ uvedeny na seznamu piisad a
za nazvy téchto pfisad musi byt uvedeno slovo "nano" v zavorkéach [4]. Timto zpisobem
jsou spotiebitelé informovani o sloZeni ptipravku a mohou se kvalifikované rozhodnout, zda

jej zakoupi.

Evropské komise od cervence roku 2017 také zvetejiiuje katalog nanomateriald pouzivanych
v KP v EU. Katalog je pravideln¢ aktualizovan a verze ze dne 31. 12. 2018 obsahuje
29 nanomateriala: 3 pigmenty, 4 UV filtry a 22 nanomateriall s jinou funkci v KP. Fakticky
je zde uvedeno 27 nanomaterial, TiO2 a ZnO jsou zde zafazeny dvakrat, jednou jako
pigmenty a podruhé jako UV filtry. Katalog ma pouze informativni funkci a neni vyslovné

seznamem autorizovanych nanomateriala [18].
Z vySe uvedenych informaci vyplyva, ze v KP se za riznym ucelem pouziva cela fada
nanomateridlti. Vzhledem k naplni praktické ¢asti prace je dale rozebrana pouze jejich role

ve formé UV filtra.
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2 NANOCASTICE JAKO UV FILTRY

2.1 UV zareni

Slune¢ni zafeni, které dopada na zemsky povrch je tvotfeno Sirokym spektrem vinovych
délek. Kolem 50 % je tvoteno viditelnym zarenim, 45 % infraCervenym zafenim a 5 % tvori
ultrafialové zatreni. V lidské kizi zptisobuje prave posledni jmenovana ¢ast slunecniho zafeni
biologické a metabolické reakce mnohem snadnéji nez jiné komponenty slune¢niho svétla.
Jako ultrafialové zafeni je oznacCovano elektromagnetické zateni o vlnové délce mezi
100 a 400 nm. Dulezitym zdrojem téchto paprskii je slunce, ale emituji je naptiklad
1 xenonové a rtutové vybojky, které se vyuzivaji k lé€ebnym uceltim, ¢i dezinfekci mistnosti.
BéZné je oblast UV zafeni délena do tii oblasti: UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm)
a UVA (320400 nm). V nékter¢ literatuie je vSak mozné setkat se 1 s podrobnéjsim délenim
UVA oblasti na UVA-2 (320-340 nm) a UVA-1 (340400 nm) [16], [19], [20].

2.1.1 Vliv UV zareni na kazi

UVC zafeni je absorbovano ozoénovou vrstvou atmosféry, a tak maji z hlediska vlivu UV
zéfeni na lidsky organismus bezprostfedni vyznam hlavné UVA a UVB paprsky. Ty jsou
schopné pronikat n€kolik desetin milimetru do klize, v zavislosti na jejich vinové délce.
UVA cast spektra prostupuje hloubéji do dermis a je zodpovédna za destrukci kolagenu
a elastinu, ¢imz se podili na pred¢asném starnuti ktize. Tvorbou radikal nepiimo pfispiva
k poskozeni DNA bunék pokozky, které mize vést az k nadorovému onemocnéni kiize.
I UVB zéieni se podili na vzniku koznich nadort. UZ od roku 1992 Svétova zdravotnicka
organizace klasifikovala UVA 1 UVB zafeni jako lidské karcinogeny. UVB paprsky sice
nepronikaji tak hluboko do skary, ale maji vyssi energii nez paprsky UV A a z prevazné Casti
zodpovidaji za vyvolani erytému [19]. Je vSak dileZzité zminit 1 prospésné efekty UV zateni;
napiiklad pfeména 7-dehydrocholesterolu na provitamin D3 a jeho nasledna termalni
izomerace na aktivni formu je vyvoldna zafenim o vinové délce 320 nm. Podstatnymi faktory
ovlivityjici vliv UV zéfeni na kiZi jsou také doba a frekvence expozice a fototyp jedince.
Napftiklad k produkci dostacujiciho mnoZstvi vitaminu D postaci vystavit se slune¢nimu
zafeni po dobu nékolika desitek minut tydné. Ochrana kize pted nadmérnou expozici

UV zafenim, je tedy nezbytnd [16][19].
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2.2 UV filtry

UV filtry jsou aktivnimi slozkami pfipravkl na ochranu pokozky pted neptiznivymi u€inky
UV zateni. V Evropské unii je podle natfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o kosmetickych ptipravcich ,.filtrem ultrafialového
zareni latka, ktera je vyhradné nebo prevaziné urcena k ochrané kiize pred urcitym
ultrafialovym zarenim prostrednictvim absorpce, odrazu nebo rozptyleni tohoto zareni * [4].
Na zakladé¢ mechanismu ptisobeni Ize UV filtry rozdé€lit do tii skupin: UV filtry chemické
(organické), UV filtry minerdlni (anorganické) a organické nerozpustné pigmenty [19].
Posledné¢ zminované byvaji Casto fazeny pod chemické UV filtry. Vzhledem k jejich
vlastnostem a mechanismu plsobeni, je vSak vhodné jejich vyclenéni do samostatné

skupiny, jak je tomu naptiklad v citované literatufe.

2.2.1 Chemické (organické) UV filtry

Chemické UV filtry funguji na principu absorpce UV zateni. Pohlcena energie je pfeménéna
na teplo, nebo piedana do chemickych vazeb UV filtru, ¢imz dochazi ke zméné struktury
jeho molekuly. Tento proces paradoxné ¢asto vede k jejich nestabilité na svétle, poklesu
schopnosti absorpce, ¢i nartstu fotoalergizujicich vlastnosti. K ziskani ochranného efektu je
také nutna aplikace UV filtru 20 az 30 minut pied vlastni slune¢ni expozici, ochranny u¢inek
organickych UV filtrii se totiz projevuje az po vstiebani do pokozky. U nékterych typt
sloucenin napt. benzofenonti, vSak mtze dojit ke vstfebani az do krevniho ob&hu, kde mohou
zpusobit zménu hladiny pohlavnich hormona. Chemické UV filtry jsou také malokdy u¢inné

v celém spektru UVA 1 UVB zareni [19][21].

2.2.2 Mineralni (anorganické) UV filtry

Mineralni UV filtry jsou obecné oxidy kovil, které odrazeji a rozptyluji UV zafeni. Casto
jsou také oznaCovany jako fyzikalni blokatory. Na rozdil od organickych UV filtri nebyl
u ¢istych anorganickych UV filtrG zaznamenéan alergenni potencial. Vyznalujici se také
vysokou tepelnou- a fotostabilitou a plisobi v Sirokém spektru UVA 1 UVB zatfeni. Kizi
chrani ihned po naneseni a dosaZena Uc¢innost fotoprotekce zavisi na velikosti a rozptyleni

castic UV filtru [19]. Povolenymi mineralnimi UV filtry v EU jsou TiO2aZnO [4].

2.2.3 Organické nerozpustné pigmenty

Organické nerozpustné pigmenty tvoti novou skupinu UV filtrt. Pfi ochrané kiize vyuzivaji

vSechny tfi typy mechanisml absorpci, rozptyl i odraz UV zafeni. Funguji tedy jako
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chemicky filtr i fyzikalni blokator. Zajistuji Sirokou fotoprotekci pfed UVB i UVA ¢asti
zatfeni a byvaji fotostabilni. V komer¢nich ptipravcich na ochranu kize proti UV zéfeni se
lze zatim setkat s pouze jednou latkou ztéto skupiny; bisoctrizolem [19]. Vzhledem

k Zaddoucim vlastnostem se vSak jedna o perspektivni typ UV filtra.

2.3 Nanocastice jako UV filtry

Diky velkému poméru specifické plochy povrchu k objemu c¢astice ma Siroka skala
nanocastic schopnost absorbovat a rozptylovat UV zafeni [20]. Nanomaterialy tak nasly
uplatnéni v kosmetickém primyslu jako UV filtry. Vyuziti n¢kterych jiz diive pouzivanych
UV filtrG v jejich nanoformé vede k rozsifeni oblasti UV spektra, ve kterém poskytuji
ochranu proti UV paprskiim [22]. Pouzitim nano UV filtru namisto makro formy stejné latky
je také mozné eliminovat nékteré jeji neptiznivé vlastnosti, naptiklad tvorbu bilého filmu po
naneseni u TiO [23]. Pfipravky na ochranu klize proti UV zéfeni jsou tak pro zdkaznika
atraktivngjsi a vice je pouziva. Aplikace nano UV filtrti mé vSak také sva rizika, a to moznou
snadnéj$i penetraci nanocastic do organismu nebo potencialni fotokatalytickou aktivitu [19].
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1223/2009 v ptiloze VI jako UV filtry
povoluje pouziti 4 nano UV filtri: TiO,, ZnO, Methylen bis-Benzotriazolyl Tetra
methylbutylphenol a tris-Biphenzyl Triazin [4].

Obrdazek 5 Rozdilny vzhled po aplikaci pripravku s nanocasticemi ZnO (leva cast obliceje)
a pripravku s ne-nano ZnQ cdsticemi (prava cast obliceje), brano z pohledu ctenare,
upraveno podle [23]

2.3.1 Okid titanicity v béZné a nano formé

Oxid titanicity se v pfirodé vyskytuje ve tfech riznych formach, které se od sebe lisi

krystalickou strukturou [16]. Jako UV filtry se pouzivaji pouze dvé z nich, a to anatas a
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rutil [22]. Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 stanovuje maximalni
povolenou koncentraci TiO2 v KP na 25 % (w/w) [4]. Nevyhodou pfipravki s TiO> je
zanechani bilého neprithledné filmu na pokozce po jejich aplikaci. Nepruhlednost je
zptisobena vysokou hodnotou indexu lomu, kvili kterému dochazi k rozptylu viditelného
svétla. Tato vlastnost je u piipravkii na ochranu proti sluneénimu zatfeni ze spotiebitelského
hlediska zna¢né nezadouci. Tento problém fesi pouziti nano formy. Zmensenim velikosti
¢astic TiO2 do nano oblasti, nedosahuji ¢astice dostatecné velikosti potiebné pro optimalni
rozptyl viditelného zateni, paprsky viditelného svétla jsou propoustény a nanocastice se tak
lidskému oku jevi jako prihledné. Nano rozméry vyrazné zvySuji mnozstvi povrchovych
molekul castic TiO,, a timto ziskana vysoka specifickd plocha povrchu spolu s malou
velikosti Castice ma pak za nasledek pohlceni vétsiho mnozstvi UVB zafeni, ale snizuje
schopnost absorpce nano TiO2 v UVA oblasti. Proto je Z4douci kombinovat nano TiO>
s jinym UV filtrem, ktery tuto ¢ast spektra pokryva. Dalsi nezddouci vlastnosti nanocastic
Ti0; je také jejich zvySena fotokatalyticka aktivita [16]. Vzhledem k potencidlnim rizikiim,
které s sebou pfinasi pouziti nanomaterialti Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1223/2009 rovnéz oproti TiO2 v makro formé uvadi dalsi pozadavky na nano TiO». Pokud
je TiOz v KP ve form¢ nanocastic, jeho Cistota musi byt > 99 %. Dale je povoleno jeho
pouziti pouze ve formé rutilu, nebo rutilu s nejvyse 5 % anatasu. Nanocastice TiO2 musi byt
rovnéz v konecném slozeni KP fotostabilni. Zvysenou fotokatalytickou aktivitu je mozno
¢astecné eliminovat vhodnou tipravou povrchu nanocastice, ale i zde zminéné Natizeni uvadi
omezeni. K Gpravam mohou byt pouzity jen nckteré materidly, jako naptiklad silikon,
glycerin nebo dimetikon a fotokatalytickd aktivita musi byt < 10 % ve srovnani
s odpovidajicim neobalenym referencnim materidlem. Nano TiO; by také mélo vykazovat
krystalickou strukturu s fyzickym vzhledem kulovitého, jehlickovitého nebo kopinatého
tvaru. Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 by stiedni velikost
castic, na zékladé velikostniho rozdéleni ¢astic méla byt vétsi, nebo rovna 30 nm, pomér
stran by m¢l byt od 1 do 4,5 a povrchova plocha dand objemem by méla dosahovat
hodnot < 460 m? /cm*. Nano TiO; se také viibec nesmi pouzivat v aplikacich, pti kterych

hrozi jejich vdechnuti spotiebitelem [4].

2.3.2 Bisoctrizol

Tento neddvno schvaleny UV filtr, znamy také pod chemickym nazvem Methylen bis-
Benzotriazolyl Tetra methylbutylphenol, ¢i zkratkou MBBT, patfi mezi organické

nerozpustné pigmenty. Po aplikaci na kiizi vytvaii ochranny film, ktery rozptyluje, odrazi
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a absorbuje UVA i UVB zifeni [19]. VKP je jeho maximélni povolena koncentrace
10 % (w/w) [4]. Vyrobu nanoc¢éastic MBBT mletim je ztechnologickych divodi nutné
provadét v deionizované vode€. Nano UV filtr je komercné dostupny ve formé disperze, a ne
prasku, jak je tomu v piipadé nano TiO,. Typické slozeni komeréné dostupné disperze pro
primé pouziti v KP je uvedeno v Tabulce 1. Bisoctrizol se da také bez vétSich problémi
kombinovat s jinymi UV filtry. At uz ke zlepeni jejich stability, ¢ G&innosti. Casto je
z téchto diivodl parovan s avobenzonem [22]. PouZiti nano formy bisoctrizolu v KP je dale
omezeno Natizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢&. 1223/2009, kde se uvadi,
ze minimalni Cistota pouzit¢ho nanomaterialu musi byt alespont 98,5 % a podil izomeru
2,2'-methylenbis[6-(2Hbenzotriazol-2-yl)-4-(isooktyl)fenolu] nesmi ptekrocit 1,5 %. Dale
by rozpustnost nano MBBT ve vode¢ pfi teploté 25 °C neméla ptesahnout 5 ng/l a rozdélovaci
koeficient voda-oktanol by mél pifi stejné teplot¢ dosahovat hodnoty 12,7. Nanocastice

bisoctrizolu, by také mély byt bez obalu [4].

Tabulka 1 Typickeé slozeni disperze UV filtru nano MBBT, upraveno podle [24]

Nazev ingredience Hmotnostni zlomek [%] Funkce v disperzi
MBBT 46,0-55,0 UV filtr
Destilovana voda 40,0-42,0 Vehikulum
Decylglukosid 6,0-10,0 Dispergacni ¢inidlo
Propylenglykol 0,2-0,6 Smacedlo
Xantanova guma 0,1-0,5 Stabilizator, brani sedimentaci ¢astic

Vzhledem k fenolické struktute pfitomné bisoctrizolu, se nabizi otazka mozné interakce
s endokrinnimi receptory. Ta je oproti n€kolika dal§im aktivnim latkdm na ochranu proti
slune¢nimu zafeni u MBBT zna¢né nepravdépodobna, vzhledem k znacné velikosti
molekuly. Zména hladiny pohlavnich hormonil vlivem bisoctrizolu nebyla dosud prokazana
[22]. Ve studiich in vivo nebyly zjiStény také zadné alergizujici vlastnosti této latky na
lidskou ktzi. Kontaktni dermatitidu mizZe u citlivych jedinc zplsobit obsah xantanové

gumy nikoliv MBBT [22].
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Obrazek 6 Chemicka struktura molekuly bisoctrizolu, upraveno podle [24]
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3 CILPRACE

V teoretick¢ cCasti bakalatské prace bylo cilem vypracovat literarni reSerSi na téma
nanocastice, jejich vlastnosti a vyuziti jako UV filtri v kosmetickych ptipravcich. Prakticka
cast prace pak mela za cil charakterizovat vhodnou metodikou vlastnosti konkrétnich
nanomaterialti pouzivanych k témto uceliim a tyto vysledky vhodné vyhodnotit a diskutovat.
Konkrétné byly v praci studovany nanocastice oxidu titanic¢itého a bisoctrizolu, které jsou
legislativou povoleny pro uziti v kosmetickych ptipravcich uréenych na ochranu proti UV

zareni.
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

26

4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité vzorky UV filtri

Tabulka 2 Prehled pouzitych UV filtrii

Nazev Material Distributor/vyrobce Forma
Anatas Oxid titanicity Sigma-Aldrich Praskova
PARSOL® Max Bisoctrizol DSM Disperze
Tinosorb® M Bisoctrirol BASF Disperze

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

4.2.1 Pouzita disperzni média

Demineralizovana voda (Di — H>O)

- Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — PBS

- DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) bez séra

- DMEM s 10% telecim sérem

- Simulované sliny

- Simulovand zaludec¢ni tekutina (SGF)

- Simulovand zaludec¢ni tekutina s pepsinem

- Simulovand stfevni tekutina (SIF)

- Simulovana stfevni tekutina s pankreatinem

4.2.2 Pouzité chemikalie

Vsechny chemikalie, pokud u nich neni napsano jinak byly zakoupeny u Ing. Petr Lukes,

Uhersky Brod, nebo Penta Ing. Petr Svec, Ceska republika.

Dusi¢nan sodny (NaNO3)
Uhli¢itan draselny (K2COs3)
Chlorid sodny (NaCl)

Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3)
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Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4)
- 1M kyselina chlorovodikova (HCI)

- 1M hydroxid sodny (NaOH)

- 0,2M hydroxid sodny

- Glycerol

- Pankreatin (Sigma Aldrich)

- Pepsin (Sigma Aldrich)

4.3 Pouzité pristroje, zarizeni a pomiicky

Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Ltd., UK)

- Laserovy analyzator velikosti Castic Mastersizer 3000 (Malvern Instruments, Ltd.

UK)
- Kyveta typ DTS1070 (Malvern Instruments, Ltd, UK)
- Analytické vahy AS 220.R2 (RADWAG, Polsko)
- Sonikator UP400S (Hielscher, Némecko)
- Solarni simulator SunTray Suntest CPS+ (Agilent Technologies, USA)
- Spektrofotometer UV-VIS Cary 100 (Agilent Technologies, USA)
-  PMMA desticka (HELIOSCREEN, Francie)
- Opticky mikroskop (Olympus IX51, Japonsko)
- Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)
- Ptenosny pH metr CPH 51 (Eleca, Ceské republika)
- Elektronovy mikroskop Phenom Pro (ThermoFisher Scinetific, USA)
- Injekeni stiikacky Omnifix 0,01-1 ml (BRAUN, Némecko)

- Bézné laboratorni pomiicky a plasty
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4.4 Priprava disperznich medii

Pro bakalatskou praci byly jako disperzni média pouzity jednak pfipravené simulované télni
tekutiny a roztoky s adjustovanym pH a jednak komeréné dostupna disperzni média

pouzivana pro biologické testy, a to PBS, DMEM bez séra a DMEM s 10% telecim sérem.
Priprava roztoku s adjustovanym pH

Pro stanoveni zavislosti hodnot zeta potencialu na pH bylo ptipraveno celkem deset roztoki
s hodnotami pH v intervalu 1 az 10, které byly pouzity jako disperzni média. Pii piipraveé
téchto roztoki bylo vZdy 100 ml demineralizované vody adjustovano pfidavkem 1M HCl

a IM NaOH azZ na pozadovanou hodnotu pH, ktera byla kontrolovana pH metrem.
Priprava simulovanych télnich tekutin

V ramci experimentu byly pfipraveny i nckteré simulované télni tekutiny. Jak jiZ bylo
zminéno, gastrointestinalni trakt je jednou z moznych bran priniku nanoc¢astic do lidského
organismu. Proto byly pfipraveny simulované tekutiny, kterym mohou byt nanocastice touto
cestou vystaveny: sliny, zalude¢ni tekutina bez a s ptitomnosti pepsinu a sttevni tekutina bez
a s pankreatinem. SloZeni jednotlivych simulovanych télnich tekutin spolu s pfislusnym
mnozstvim jednotlivych slozek je uvedeno v Tabulce 3. Samotnd pfiprava spocivala
v navazeni, nebo napipetovani ptislusnych mnozstvich danych surovin, a jejich nasledném
rozpusténi a doplnéni Di — H2O na objem 1 1. Poté byla pH metrem ovéfena hodnota
pH ptipravenych télnich tekutin. Pokud neodpovidala pozadované hodnoté (Tabulka 3),
bylo pH na tuto hodnotu upraveno ptidavkem 1M NaOH nebo 1M HCI.
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Tabulka 3 Slozeni simulovanych télnich tekutin

Simulovana télni tekutina SloZeni pH
0,03 g NaNOs
0,02 g KoCOs
Sliny 0,50 g NaCl 6,8
4,20 g NaHCO3

Di — H>0O doplnit na objem 1 1

2,00 g NaCl
Zaludeéni tekutina 80 ml 1M HCl 1,2
Di — H>O doplnit na objem 1 1

2,00 g NaCl
Zaludeéni tekutina 80 ml IM HCl 1,2
S pepsinem 3,20 g pepsinu
Di — H>O doplnit na objem 1 1
6,8 g KH,PO4
Strevni tekutina 77 ml 0,2M NaOH 6.8
Di — H>O doplnit na objem 11
6,8 g KH,PO4
Stievni tekutina 77 ml 0,2M NaOH 6,8
s pankreatinem 10 g pankreatinu

Di — H>O doplnit na objem 11

4.5 Stanoveni velikosti ¢astic

4.5.1 Priprava zakladni disperze UV filtri pro analyzu

Navazenim 0,05 g jednotlivych UV filtrii a jejich dispergaci v 10 ml demineralizované vody
byly ptipraveny zékladni disperze téchto vzorkl. Pro dalsi analyzu bylo nutné zdkladni
disperze dikladné¢ homogenizovat, aby se co nejvice omezil vliv mozné aglomerace ¢éstic
zpiisobené skladovanim. Vzniklé disperze byly proto sonikovany pomoci sonikatoru
UP400S za konstantniho chlazeni v ledové ldzni. Zatimco zékladni disperze obsahujici
kapalné vzorky PARSOL® Max a Tinosorb® M byly sonikovany 2 minuty, disperze
obsahujici vzorek TiO: anatas byla sonikovana po dobu 30 minut. Diivodem byla praskova

konsistence tohoto vzorku. VSechny zékladni disperze byly sonikovany pii maximalni
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amplitudé. Tato homogenizace zékladnich disperzi byla provadéna pted jejich kazdym

pouzitim.
4.5.2 Priprava vzorki pro méreni

Stanoveni velikosti ¢astic UV filtri v riznych disperznich médiich at uz metodou
dynamického rozptylu svétla (DLS), ¢i Laserové difrakce (LD), probihalo ve zfedéné
disperzi obsahujici vzdy 1 ml urcitého disperzniho média a 20 pl zakladni disperze daného
UV filtru. Tato zfedéna disperze byla pfipravena pipetovanim danych objemu automatickou
pipetou s naslednou homogenizaci. Velikost Castic byla méfena ihned po ptipravé kazdé
disperze a pro stanoveni zavislosti velikosti ¢astic na Case dale v definovanych €asovych

intervalech (20, 40, 60, 80, 100 minut) po pfiprave.

4.5.3 Stanoveni velikosti ¢astic metodou DLS

Pro méteni velikosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla (DLS) je zakladni
podminkou jiz zminény Browntiv pohyb, tedy nahodny neustaly pohyb ¢astic v kapalném
nebo plynném médiu [25]. Ten zpiisobuje ¢asove zavislé fluktuace v intenzité rozptylen¢ho
svétla Casticemi a vyhodnocenim téchto fluktuaci lze ziskat primeérnou velikost cCastic.
Principem méfeni je sledovani rozdilné polohy castic (zpisobené Brownovym pohybem),
coz meéni jednotlivé vzdalenosti, které musi urazit koherentni svétlo laseru (diky kterému
dochazi k interferenci) k detektoru. Nevyhodou DLS je mozné zahrnuti solvatacniho obalu
nebo naadsorbované vrstvy na povrchu nanocastice do jeji velikosti. Tento jev vede
k odlisnosti mezi vysledky ziskanymi z DLS a vysledky z jinych metod napi. elektronové
mikroskopie. Méfenim se primarné ziskava primeér nanocastice jako tzv. z-average, neboli
intenzitni, praimérna velikost Castic vazena podle paté mocniny prumeéru castice, coz vede
k nadhodnoceni velikosti velkych ¢astic v poméru k ¢asticim malym. Kromé velikosti 1ze
pomoci DLS ziskat i tzv. index polydisperzity (PDI), ten je mirou $ifky distribuce a nabyva
hodnot od 0 do 1 (PDI 0 by dosahoval zcela monodisperzni systém). Vyhodou této metody
je rychlost a jednoduchost samotného méteni, kvili kterému je tato technika hojné vyuzivana

[20].
Pouzita metodika

Pro charakterizaci velikosti nano¢astic v rliznych disperznich mediich byl vyuzit Zetasizer
Nano ZS90. Davkovani jednotlivych pifipravenych disperzi do kyvet probihalo pomoci

automatické pipety. Pro méteni byly zaddny hodnoty indexu lomu ¢astic: 2,74 a indexu lomu
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disperzniho média: 1,330. Naésledné byl kazdy vzorek analyzovan pfistrojem po tfi métici
cykly pfi teploté 25 °C v riiznych médiich. Z naméfenych dat pak byla stanovena primérna

hodnota z-average v nm, PDI a smérodatna odchylka méteni.

4.5.4 Stanoveni velikosti ¢astic metodou laserové difrakce

Rozsah méfeni velikosti pomoci DLS se typicky pohybuje mezi 1 nm az 6 pm. Vyuzitim
této metody tak neni mozné detekovat veétsi Castice potencidlné se vyskytujici
v polydisperznich systémech. Pro méfeni velikosti ¢astic vétSich slouzi laserova difrakce
(LD). Princip metody a postup méteni je popsan normou ISO 13321. Moderni pfistroje
vyuzivajici tuto metodu jsou jiz schopné méfit velikost ¢astic od 10 nm do 3500 um
(Malvern 3000). Tento Siroky rozsah umoZznuje kombinace klasické laserové difrakce, ktera
umoznuje analyzovat velikost ¢astic vétsi neZ 400 nm a méfeni intenzity rozptylu, pomoci
které je méfena velikost menSich ¢astic. Moderni pfistroje jsou schopné vysledky ziskané
témito dvéma mechanismy spojit do jednoho, ktery se obvykle vyjadiuje jako objemové
vazeny prumeér velikosti ¢astic D [4;3]. Klasické laserova difrakce neni schopna detekovat
¢astice mens$i nez 400 nm, protoze thly, pti kterych dochézi k difrakci zatreni, jsou pfilis
velké. Intenzita difraktovaného zareni je tak v porovnani s intenzitou difraktovaného zéareni
zpusobenou velkymi ¢asticemi velmi malé a ¢astice s malymi rozméry se stavaji pro piistroj
neviditelné [20]. Nicmén¢ pokrok v optickém technickém vybaveni novych pfistroji spolu
vyuzitim modernich vypocetnich postupli rozsitily moznosti vyuziti této techniky 1 pro

méfeni ¢astic se submikronovou velikosti.
Pouzita metodika

Meéfieni probihalo v laserovém analyzatoru velikosti ¢astic Mastersizer 3000 (rozsah méfeni
velikosti 10 nm az 3500 pm) tzv. mokrou cestou a jeho postup byl nasledovny.
Do dispergaéni automatizované jednotky Hydro, naplnéné demineralizovanou vodou, byla
Pasteurovo pipetou aplikovana pfipravena disperze pro meéieni velikosti v takovém
mnozstvi, aby obskurace vzdy dosahovala doporucené hodnoty ~ 10 %. Rovnomérné
rozptyleni vzorku a homogenita disperze pii analyze byly zajistovany michadlem
a ultrazvukem, které tvofily soucédst automatizované jednotky. Regulator otacek byl pro
meéfeni nastaven na 2220 otdcek za minutu a jednotka byla temperovdna na 25 °C. Pro
meéteni byly zadany hodnoty indexu lomu c&astic: 2,741 a indexu lomu disperzniho

média: 1,330. Métenim byl ziskdn primér ¢astic v jednotlivych disperzich mediich vztaZzeny
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na jejich objem D [4;3]. Kazda disperze byla analyzovana tfikrat a z jednotlivych vysledki

byl nasledné stanoven primér a smerodatna odchylka.
4.6 Méreni zeta potencialu

4.6.1 Priprava disperze UV filtrii pro méfeni zeta potencidlu

Na ptipravu disperze k méfeni zeta potencidlu pti rizném pH byla pouzita zakladni disperze
UV filtr. Pro méfeni zeta potencidlu bylo 15 pl této zakladni disperze dispergovano v 4 ml
disperzniho prostfedi, které bylo v tom to pfipad¢ tvofeno roztoky s rtizné adjustovanou

hodnotou pH. Pro kazdy vzorek UV filtru tak bylo pfipraveno 10 roztoki s pH 1-10.

4.6.2 Stanoveni zeta potencialu

Stabilita a tendence nanocastic k aglomeraci (tim paddem zmén¢ velikosti) jsou dileZitymi
faktory, které ovlivituji jejich vyuziti. Nejjednodussi metodou, jak zjistit tyto vlastnosti, je
nanocastice v dané aplikaci pouzit a analyzovat pfipadné zmény v ¢ase. AvSak nevyhodou
tohoto postupu je znacnd Casova naro€nost. Méfeni zeta potencidlu, proto umoziuje
piedpovédét tyto vlastnosti nanoc¢astic v riznych podminkéch, jiz v den jejich piipravy. Zeta
potencial byl definovan jiz v kapitole 1.1.2 jako potencidlovy rozdil mezi vrstvou protiiontii
na povrchu ¢astice a kompaktni, difuzni ¢asti elektrické dvojvrstvy. Je analyzovan nepiimo,
méfenim difuzni konstanty ¢astic v elektrickém poli, kterd je oznacovana jako
tzv. elektroforeticka mobilita (EM). Castice s velkym nibojem se v elektrickém poli
pohybuji rychle, zatimco ¢astice s malym nabojem pomalu. Smér tohoto pohybu zavisi
na naboji, kladné nabité Castice se pohybuji ke katod¢, a zaporn€ nabité ¢astice se pohybuji
k anod¢. Moderni méfici piistroje analyzuji EM pomoci tzv. Laserové Dopplerovské
velocimetrie. Tato metoda vyuzivd Doppleriiv efekt (zménu frekvence vinéni, ke které
dochazi pfi interakci vin s pohybujicim se objektem). Pokud se tedy ozafi vzorek obsahujici
nanocastice pohybujici se v elektrickém poli, dojde pfi interakci tohoto zafeni s pohybujici
se Castici ke zméné frekvence zafeni. Z této zmény je mozno vypocitat rychlost pohybu
nanocastic. EM je pak rovna podilu této rychlosti a intenzité elektrického pole aplikovaného
pii méfeni. Zeta potencial je pak vétSinou stanoven pomoci Helmoltz Smoluchowski rovnice

[20].
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Pouzita metodika

Stanoveni { potencidlu bylo provedeno pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS90. Jednotlivé
disperze UV filtrt s riznym pH pfipravené pro méfeni zeta potencidlu byly injekéni
stiikackou davkovany do specidlni kyvety typu DTS1070 a vlozeny k vyhodnoceni
do ptistroje. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat a nasledné byl z naméfenych hodnot

stanoven prumér. Pfi méfeni byla udrZzovana konstantni teplota 25 °C.
4.7 Analyza fotostability UV filtria

4.7.1 Priprava disperze pro méreni fotostability UV filtra

K meéfeni fotostability vzorkli nano UV filtr, byla ptipravena 5% disperze kazdého filtru
v glycerolu. Vzdy 0,5 g UV filtru tak bylo v 10 ml odmérné bance doplnéno glycerolem
naobjem 10 ml Pro vytvofeni homogennich vzorki byly tyto disperze dale

homogenizovany na michadle Vortex po dobu 10 minut.

4.7.2 Stanoveni fotostability UV filtra

Diilezitym faktorem pii hodnoceni u¢innosti UV filtrt je jejich fotostabilita, tedy zachovéni
fotoprotekcénich vlastnosti po vystaveni UV zéteni. Nizka fotostabilita UV filtri nemusi vést
jen ke snizeni ochrany proti UV zafeni, ale 1 jinym nepfiznivym déjtim jako je naptiklad
tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) [26]. V ramci bakalaiské prace byla pro jeji
stanoveni vyuzita metoda in vitro. Ta je zalozena na méteni zmény propustnosti UV zafeni
skrz tenky film UV filtru na zdrsnéném transparentnim podkladu desticky z PMMA
(polymetylmetakrylatu) pred a po expozici regulované davce UV zaieni z definované¢ho

zdroje po definovany Cas [27].
Pouzita metodika

Jako substrat byla pouzita polymetylmetakrylatova desticka, na kterou byla pomoci injekéni
stiikaCky nanesena pfipravena disperze dan¢ho UV filtru v takovém mnozstvi, aby se
hmotnost disperze UV filtru na desti¢ce pohybovala ~ 0,027 g. Disperze byla na desticce
diikladné rozetfena, ¢imZ byl na jejim povrchu vytvoren rovnomérny tenky filmu. Takto
pfipravena desticka byla vZzdy ponechdna 15 minut ve tmé a nasledné u ni byla na 10 riiznych
mistech zméfena transmitance pomoci Spektrofotometeru UV-VIS Cary 100 v rozmezi
vinovych délek od 290 do 400 nm. Poté se desticka vystavila v solarnim simulatoru SunTray

Suntest CPS+ UV zafeni. Pro jednotlivé vzorky byly pfipraveny vzdy tfi desticky a kazda
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byla v simuldtoru ponechana jinou definovanou dobu 15, 30 a 55 minut. Po vyjmuti
ze simulatoru byly desticky vlozeny na 15 minut do tmy a opét u nich byla zméfena
transmitance ve stejném rozmezi. Hodnoty transmitance byly zprimérovany, piepocteny

na absorbanci a graficky znadzornény v zavislosti na vinové délce.

4.8 Stanoveni morfologie ¢astic pomoci mikroskopie

Vzhled a morfologie studovanych nanocastic byly stanoveny pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Ta vytvaii obraz zkoumaného vzorku na zaklad¢ skenovani jeho
povrchu urychlenym paprskem elektront. Mezi timto primarnim paprskem a atomy povrchu
vzorku dochazi k interakcim, pfi nichZ jsou z povrchu vzorku emitovany takzvané
sekundarni (zpétné¢ odrazen€) elektrony, které generuji signdly. Tyto signdly jsou
vyhodnoceny detektorem a nasledné vznika obraz vzorku. Vyuzitim SEM lze ziskat
informace jak o morfologii, tak i1 velikosti vzorku. Vzorky nanocéstic maji obvykle formu
praskt nebo suspenzi, které jsou pro stanoveni Casto fedény. Piedchédzi se tak hromadéni
¢astic, které by u polydisperznich systému vedly k moznému piekryti mensich ¢astic témi

vétsimi [28].

Pouzita metodika

Pro charakterizaci vzorkt byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop Phenom Pro
od spolec¢nosti ThermoFisher Scinetific. Vzorky byly zobrazovany bez predeslého pokoveni
pomoci zpétné odrazenych elektront. Bylo pouzito urychlovaci napéti 15 kV a vzorky byly
zobrazovany pii zvétSeni 4000x nebo 10000x. Mikroskopické pozorovani bylo provedeno

veédeckymi pracovniky CPS.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace TiO:

Jak jiz bylo uvedeno v teoretické casti prace, TiO> se v ptipravcich na ochranu proti UV
zafeni muze vyskytovat ve dvou modifikacich anatas a rutil. Pokud je vSak ve form¢ nano,
je dle Narizeni EP a Rady 1223/2009 povoleno pouziti pouze ve formée rutilu, nebo rutilu
s nejvyse 5 % anatasu [4]. Predmétem této Casti prace je charakterizace vlastnosti vzorku
nanocastic anatasu a navazuje tak na diplomovou praci Simony Dronzekové [29], ktera se
zabyvala analyzou TiO; ve formé& samotného rutilu a smési rutilu s anatasem. Snahou je
za vyuziti obdobnych metod a pfistroji doplnéni informaci k problematice chovani

nanocastic TiO; vyuzivanych v KP jako fyzikalnich UV filtrt.

5.1.1 SEM

Mikroskopické snimky vzorku TiO; anatas ziskané za pouziti SEM podévaji informace
o morfologii studované¢ho vzorku. Je na nich dobife patrna pfitomnost struktur (Castic

i aglomeratil) o riizné velikosti s relativné Sirokou distribuci. Castice se zdaji byt kulovitého,

nepravidelného tvaru s nerovnym, na pohled drsnym povrchem.

Obrazek 7 SEM snimek vzorku anatas, Obrazek 8 SEM snimek vzorku anatas,
zveétseni 4000x zveétseni 10000 x
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5.1.2 Stanoveni velikosti ¢astic v Di — H,O

Velikost ¢astic vzorku anatas byla nejprve analyzovana metodou DLS v demineralizované
vod¢, tedy v disperznim prostiedi s neadjustovanym pH a bez ptitomnosti soli. Velikost
Castic, vyjadrena jako z-average, byla za téchto podminek urcena na 553+7 nm a primérna
hodnota PDI byla stanovena jako 0,33+0,02. Hodnota PDI poukazuje na polydispezitu
systému, je tedy ziejmé, ze vzorek obsahoval ¢astice o riznych velikostech. Distribucni
kiivky (Obrazek 9) tuto skutecnost potvrzuji a Ize na nich pozorovat, ze velikost n¢kterych
¢astic dosahovala az mikronové oblasti a pohybovala se na hranici limitu detekce pouzitého
pfistroje. Lze tedy konstatovat, ze 1 po 30 minutové sonikaci, nedoSlo k rozbiti vSech
aglomeratti vzniklych skladovanim. Cornier a spol. ve své praci uvadi [20], ze polydisperzita
snizuje fyzikalni stabilitu systémul, protoze se v nich vyraznéji projevuji procesy jako
separace fazi, nebo Oswaldovo zrani.

Tabulka 4 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO» anatas dispergovany v Di — H>O s neadjustovanym pH

Vzorek Z-average [nm] PDI
562 0,35

Anatas 546 0,33

550 0,30

Priamér 553 0,33
SD 7 0,02

Size Distribution by Intensity
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Obrdazek 9 Distribucni krivky velikosti castic vzorku TiO: anatas dispergovaném
v Di — H>O
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5.1.3 Stanoveni velikosti a stability ¢astic ve fyziologickych médiich

V ramci této Casti bakalaiské prace byla analyzovana velikost a stabilita ¢astic TiO, metodu
DLS v ruznych fyziologickych roztocich, které se bézné pouzivaji pii in vitro a in vivo
testovani nanomateriald, konkrétné se jednalo o fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(PBS), médium pro kultivaci bunék DMEM bez séra a DMEM s 10% telecim sérem.
Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic se mohou zasadné liSit v zavislosti na slozeni
daného média. Pro komplexni posouzeni chovani nanocastic v in vitro a in vivo studiich, je
proto dulezité zvazit vliv samotnych fyziologickych roztokdi na tyto vlastnosti jako

napt. velikost a ziskat tak uceleny obraz pii testovani.
PBS

Okamzité€ po dispergovani TiO anatas v PBS byl naméfen z-average 1296+53 nm. Velikost
castic dale rostla s dobou, ktera od smichani uplynula. Nejvyssi hodnota z-average byla
stanovena po 60 minutach a to 3476+227 nm, velikost Castic se poté az do konce méefeni opét
zmenSovala. Vysvétlenim téchto vysledkli je sedimentace velkych aglomerati ke dnu
kyvety, kde Zetasizer Nano ZS 90 nebyl schopen zm¢éfit jejich velikost a analyzovany tak
byly pouze mensi Castice. V porovnani s chovanim castic v Di — H,O lze konstatovat,
ze iontova sila zpisobena pritomnosti soli v PBS méla za nasledek aglomeraci Castic
anatasu. PDI dosahovalo v PBS nizsich hodnot v porovnani s Di — H,O, avSak vysledky

muzou byt znacné ovlivnéna zminénou sedimentaci ¢astic.

Tyto vysledky jsou v souladu se studii o vhodné dispergaci Castic pro toxikologické
testovani, kterou provedl Sager a kolektiv [30]. Autofi konstatuji, Ze tvorba aglomerati
nanocastic v PBS jako disperznim médiu snizuje piesnost odhadu mnozstvi nanomaterialu,
které¢ je schopné proniknout do testovaciho systému. To ma za nasledek nespravnou
interpretaci vysledki méfeni toxicity nanocastic a z téchto divodii nedoporucuji samostatné
PBS jako médium pro ptfipravu disperzi nanocastic pii toxikologickém testovani. AvSak
vhodné upravené PBS (s obsahem proteini a dipalmitoyl fosfatidylcholinu) poskytovalo

uspokojivé vysledky.
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Tabulka 5 Priimérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO2 anatas dispergovany v PBS

Cas [min] Z-average [nm] PDI
Primér SD Priameér SD
0 1296 53 0,09 0,08
5 1376 84 0,27 0,06
10 1451 106 0,20 0,09
20 2488 532 0,13 0,06
40 2134 338 0,13 0,11
60 3476 227 0,27 0,05
80 2152 251 0,31 0,05
100 1378 52 0,20 0,03
4000 -
3500 - {
3000 -
€
% 2500 -
&
g 2000 - . {
N
1500 -
J s # ‘
1000 -
500 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Cas [min]

Obrdazek 10 Zavislost velikosti castic vzorku TiO: anatas dispergovanych v PBS na case
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DMEM bez séra

Chovani nanocéstic anatasu dispergovaného v DMEM bez séra v Case vykazovalo obdobny
trend jako chovéani v PBS. Primérna hodnota velikosti ¢astic se v Case ménila a nejvyssi
hodnoty dosahla po 5 minutdch od smichani a to 2421492 nm. Lze tedy fict, ze v DMEM
bez séra opét doslo k aglomeraci nanocastic v disledku iontovych sil média.

Tabulka 6 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO; anatas dispergovany v DMEM bez séra

Cas [min] Z-average [nm] PDI

Priamér SD Priamér SD

0 1517 49 0,22 0,05

5 2421 92 0,25 0,02

10 1374 69 0,21 0,04

20 2155 90 0,11 0,07

30 1359 70 0,21 0,03

40 1436 22 0,11 0,05

60 1843 29 0,15 0,06

DMEM s 10% telecim sérem

Poslednim fyziologickym roztokem, ve kterém prob¢hla analyza velikosti Castic anatasu
bylo DMEM s 10% telecim sérem. Chovani nanocastic se vSak v tomto médiu znacné
odliSovalo od piedchozich ptipadl, piestoze opét doslo k jejich aglomeraci. Maximalni
hodnoty velikosti dosahly aglomerované ¢astice stejn¢ jako u DMEM bez séra po 5 minutach
od smichani s médiem, ale po poklesu na velikost 880+52 nm v ¢ase 10 minut zlistala
velikost ¢astic az dokonce meéteni konstantni. Rozdil je mozné pozorovat na grafickém
znazornéni zavislosti velikosti ¢astic/aglomerati na ¢ase v obou médiich (Obrazek 11).
V prostfedi DMEM s 10% telecim sérem také vyrazné vzrostly hodnoty PDI. Tento jev miiZe
byt vysvétlen vznikem menSich aglomeratd, tedy jejich pomalejsi sedimentaci a lepsi
detekovatelnosti pro pfistroj. Tyto vysledky vedou k zavéru, Ze ptitomnost 10% teleciho séra

zasadné ovliviiuje chovani nanocéstic v roztoku.

Vlivu teleciho séra na velikost a stabilitu nano¢astic TiO2 v riznych kultiva¢nich mediich se
vénuji 1 Zhaoxia a kolektiv [31]. Ve své praci sledovali mimo jiné vliv koncentrace teleciho

séra (0,5-10 %) v DMEM na agregaci nanoc¢astic TiO». Prokazali, Ze uz od 1% koncentrace
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funguje teleci sérum jako ucinny stabilizator disperzi a brani tak aglomeraci a sedimentaci
castic. Déje se tak diky obsahu specifickych proteinti v séru, které tvoii tzv. proteinovou

koronu (podrobnéji je rozebrana v kapitole 5.2.3)

Tabulka 7 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO; anatas dispergovany v DMEM s 10% telecim sérem

o . Z-average [nm] PDI
Cas [min]
Primeér SD Priamér SD
0 1030 65 0,34 0,04
5 1655 33 0,46 0,06
10 880 52 0,72 0,17
20 1022 42 0,49 0,01
30 919 27 0,58 0,05
40 885 55 0,54 0,26
60 843 17 0,59 0,17
—@— DMEM bez séra ——A— DMEM s 10% telecim sérem
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Obrazek 11 Zavislost velikosti castic vzorku TiO: anatas dispergovanych v DMEM bez
séra a v DMEM s 10% telecim sérem na case
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5.1.4 Stanoveni velikosti ¢astic v simulovanych gastrointestinalnich tekutinach

Dalsimi typy médii, které byly pouzity pro dispergaci TiO2 ve form¢ anatas byly simulované
gastrointestinalni tekutiny. Cilem této studie bylo napodobit podminky, kterym mohou byt
nanocastice v organismu vystaveny po jejich poziti. U KP muze takova situace nastat
napiiklad pti aplikaci balzdmu na rty s nano UV filtrem. Chovani nanocastic anatasu bylo
postupné pozorovano za vyuziti metody DLS v simulovanych slinach, stfevni tekutiné bez

a s pankreatinem a v zalude¢ni tekuting bez a s ptfitomnosti pepsinu.
Simulované sliny

V prostiedi simulovanych slin s pH 6,8 doslo opét k aglomeraci ¢astic. Velikost ¢astic rostla
apo 10 minutach od smichani dosahovala 1802+59 nm. Po 20 minutdch méteni nastal pokles
velikosti a dal$i vyznamnd zména velikosti nebyla zaznamenana az do 100 minut

kdy vzrostla na 2091+61 nm.

Pozorovanim nanocastic v simulovanych gastrickych tekutindch se vénoval 1 Sohal
a kolektiv [32]. Jako vzorek TiO» pro svou analyzu zvolili anatas v nanoformé pro
potravinaiské pouziti. Vysledky této prace nepodavaji informace pifimo o velikosti Castic
ve sledovanych Casech, ale autofi sleduji statisticky vyznamné zmény koncentrace urcitého
rozsahu velikosti nanocastic. Zatimco z-average primeéruje velikost vSech detekovanych
¢astic pritomnych ve vzorku a sleduje tak velikost ¢astic jako celku, méfeni koncentrace
riznych rozsahii velikosti umoznuje blizsi nadhled na chovani Castic o urcité velikosti.
V simulovanych slinach byly castice TiO2 pozorovany v ¢ase ihned po smichani a poté
po 60 minutach. Po srovnani vysledka z téchto dvou ¢ast autoti dosli k zavéru, ze u Castic
TiO, v simulovanych slinach nezaznamenali zddnou vyraznou zmeénu koncentrace ani
v jednom rozsahu zkoumanych velikosti nanoc¢astic. V tomto ohledu je studie piestavena
v této bakalatské praci podrobnégjsi a poskytuje informace o dynamice zmén pozorovanych
1 béhem Sedesatiminutového ¢asového intervalu. Pokud by byly diskutovany velikosti ¢astic
TiO2 zaznamenané v bakalaiské praci pouze v ¢asech 0 a 60 min., byly by zcela v souladu
s vysledky zmiflované publikace. AvSak z vysledkll je ziejmé, Ze k tvorbé aglomerati
dochazi predevsim v kratkych casech po smichédni. Lze vSak spekulovat, Ze tyto aglomeraty
se mohou rozpadat a miiZze dojit k ustaveni rovnovazného stavu mezi a aglomerovanymi

a neaglomerovanymi ¢asticemi.
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Tabulka 8 Priimérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO2 anatas dispergovany v simulovanych slindch

Cas [min] Z-average [nm] PDI
Primér SD Priameér SD
0 1304 138 0,20 0,05
5 1463 179 0,29 0,05
10 1802 59 0,25 0,04
20 1348 37 0,14 0,07
30 1381 18 0,22 0,06
40 1451 91 0,22 0,01
60 1284 52 0,26 0,04
80 1314 30 0,21 0,02
100 2091 61 0,28 0,03
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Obrazek 12 Zavislost velikosti castic vzorku TiO: anatas dispergovanych v simulovanych
slindach na case

Simulovana stifevni tekutina (SIF)

Dalsi analyzovani velikosti probéhlo v simulované stfevni tekutiné opét s pH 6,8. I v tomto

piipadé byla pozorovana aglomerace Castic, av§ak o néco mensi, né¢Z simulovanych slinach.
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Tyto vysledky zduraziuji, ze pH systému je pouze jednou z mnoha slozek ovlivilujicich

stabilitu systému.

V praci Sohal a kol.,, zminéné v ptipad¢ chovani TiO> v simulovanych slinach, bylo
sledovano rovnéz chovani nanocastic TiO2 i simulované stievni tekutiné¢ [32]. V tomto
systému byla sledovana velikost ¢astic ihned po pridani TiO> do simulované stievni tekutiny
a nasledné az po 8 hodinach. Po srovnani vysledkii z téchto cast, byly zaznamenany
koncentracni zmény ve velikosti castic. Po 8 hodinadch byl pozorovan 40% nartst
koncentrace nanocastic v rozsahu velikosti 150—250 nm a 200% nartst v rozsahu velikosti
500—1000 nm.

Tabulka 9 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO; anatas dispergovany v SIF

Cas [min] Z-average [nm] PDI

Priumér SD Priamér SD

0 951 123 0,34 0,03
5 1202 476 0,33 0,03
10 773 192 0,34 0,06
20 669 137 0,24 0,01
30 718 140 0,22 0,04
40 823 86 0,27 0,02
60 1145 185 0,38 0,04
80 975 233 0,15 0,08
100 769 148 0,19 0,02

SIF s pankreatinem

Pti vystaveni vzorku anatasu simulované stfevni tekutin€ s pankreatinem doslo oproti SIF
bez pankreatinu k velkému nértstu velikosti ¢astic, kdy ihned po smichéni aglomerovaly
na 3095+590 nm, piestoZze pH systému bylo adjustovano na 6,8. Dalsi prabeh zavislosti
prezentované na Obrazku 13 pak naznacuje, Ze velikost aglomerati se dale jiz vyrazné
neménila a kolisdni velikosti ¢astic oproti systému bez pankreatinu bylo v pribéhu casu
mensi. Z-average se aZ do konce méfeni pohyboval kolem 2000 nm. Z vysledk méfeni tedy

vyplyva, Ze pfidavkem pankreatinu k SIF vedlo k vétsi aglomeraci ¢astic anatasu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Tabulka 10 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO2 anatas dispergovany v SIF s pankreatinem

Cas [min] Z-average [nm] PDI
Priamér SD Priamér SD
0 3095 590 0,26 0,02
10 2257 376 0,19 0,09
20 2355 184 0,25 0,05
40 2276 97 0,34 0,01
60 2242 223 0,28 0,03
80 2184 38 0,30 0,06
100 2018 109 0,26 0,02
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Obrazek 13 Zavislost velikosti castic vzorku TiO: anatas dispergovanych v SIF a v SIF
s pankreatinem na case

Simulovana gastricka tekutina (SGF)

Chovani castic TiO2 anatas se v disperznim prostiedi tvofeném simulovanou Zaludecni

tekutinou zasadné liSilo od jejich chovani v ostatnich simulovanych télnich tekutinach.
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Velikost ¢astic ihned po smichéani Cinila pouze 241+9 nm a nejvyssi velikost ¢astic byla
zaznamenana po 20 minutich méteni 478417 nm. Velikost ¢astic TiO> anatas v SGF tedy
po celou dobu meéfeni nepiesahla velikost stanovenou v Di — H20, a byla v n€kterych
pripadech dokonce mensi. Zda se tedy, ze nizké pH 1,2 simulované zalude¢ni tekutiny se

na aglomeraci ¢astic vyznamné neprojevilo.

Sodal a kolektiv ve své studii analyzovali nanocastice TiO> i v simulované zalude¢ni tekuting
[32]. Tentokrat byl vzorek TiO, analyzovéan ihned po smichani se simulovanou tekutinou,
po 2 hodinach a nakonec po 8 hodinich. Autoii dospéli k vysledkim, ze koncentrace
nanocastic s velikosti v rozsahu 120—140 nm se po 2 hodinach snizZila o 82 % a Castice s timto

rozpétim velikosti po 8 hodinach nebyly v SGF viibec detekovany.

Tabulka 11 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO; anatas dispergovany v SGF

Cas [min] Z-average [nm] PDI

Prumér SD Priamér SD

0 241 9 0,34 0,01
5 288 3 0,36 0,05
10 338 9 0,43 0,01
20 478 17 0,61 0,05
30 363 10 0,44 0,02
40 387 4 0,45 0,02
60 431 14 0,55 0,01
80 485 7 0,50 0,01
100 435 12 0,50 0,01

SGF s pepsinem

SGF s pepsinem byla posledni simulovanou télni tekutinou, ve které byl vzorek anatasu
analyzovan. Podobné jako u SIF s pankreatinem doslo ptidanim pepsinu k SGF k vyraznému
zvétSeni velikosti ¢astic v roztoku, 1 pies adjustaci pH na stejnou hodnotu jako v simulované
zaludec¢ni tekutin€ bez pepsinu (pH=1,2). Velikost ¢astic byla po celych 100 minut méteni
obdobné a pohybovala se ~ 1100 nm. V obou simulovanych tekutindch, jak SIF, tak SGF,
bylo po ptfidavku pfislusného enzymu mozné pozorovat zna¢nou aglomeraci TiO> Castic,

zatimco piidavek teleciho séra k DMEM mél opacny Ucinek. Z téchto vysledka 1ze fict,
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ze pritomnost proteinti v médiu muze aglomeraci, jak podporovat, tak ji branit v zavislosti

na charakteru proteinu a celkovém slozeni disperzniho média.

Tabulka 12 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorek TiO2 anatas dispergovany v SGF s pankreatinem

o . Z-average [nm] PDI
Cas [min]
Prumér SD Prumér SD
0 1189 134 0,16 0,12
5 1152 64 0,11 0,03
10 1097 50 0,17 0,05
20 1147 43 0,19 0,01
30 1189 95 0,18 0,05
40 1115 32 0,20 0,02
60 1071 34 0,15 0,03
80 1090 18 0,21 0,03
100 1067 26 0,20 0,0
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Obrazek 14 Zavislost velikosti castic vzorku TiO: anatas dispergovanych v SGF a v SGF
s pepsinem
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5.1.5 Zeta potencial

DalSim analyzovanym parametrem byl zeta potencidl, ktery se povazuje za dilezity
parametr, pomoci kterého Ize hodnotit stabilitu disperzi. Systém je povazovan za stabilni,
pokud je absolutni hodnota zeta potencialu vétsi nebo rovna 30 mV. Tato podminka byla
splnéna pouze u disperzi TiO; v prostiedi s pH 3 a 4. Aglomerace nanocéstic anatasu
v blizkosti fyziologického pH je tedy velmi pravdépodobnd, protoze je zde zeta potencial
blizky nule, coz znaci absenci elektrostatického odpuzovani mezi sousednimi stejné
nabitymi c¢asticemi, které pak snadno aglomeruji. Pomoci méteni zeta potencidlu je také
mozn¢ urcit izoelektricky bod, ktery byl u vzorku anatasu stanoven na ~ 5,6. | tato informace
ma dualezitou roli v stabilité nanocastic. Jiang, Oberdorster a Biswas se ve své studii [33]
veénuji charakterizaci nanoc¢astic pro toxikologické testy a dochazi k zavéru, ze zeta potencial
musi mit bud’ vysokou absolutni hodnotu, nebo pH roztoku musi byt ve vzdalenosti
2 jednotky od izoelektrického bodu, pokud ma byt elektrostaticka stabilizace za vyuziti
povrchového nédboje ucCinnd. Pokud se totiz pH disperzniho prostfedi pfiblizi
k izoelektrickému bodu, odpudiva sila ¢astic je oslabena v dasledku nizkého povrchového
naboje, dochazi k aglomeraci Castic a hodnota z-average se zvysSuje. Timto lze vysvétlit
rozdilné chovani anatasu v simulovanych télnich tekutinach. Zatimco v simulovanych
slindch a simulované stfevni tekutin¢ s pH 6,8 dosSlo k aglomeraci projevujici se riistem
z-average. V simulované zaludecni tekutin€ s pH 1,2 byla hodnota z-average ¢astic anatasu
dokonce mensi nez jeho primarni hodnota v demineralizované vodé¢. Je také dilezité zminit,
ze hodnota izoelektrického bodu TiO: je v literatufe uvadéna v pomérné Sirokém rozpéti
od 2 do 8, 9. Tento rozptyl miize byt zpisoben zejména nedostatecnou povrchovou Cistotou
castic TiO2, a miize byt jednim z divodi odliSného chovani raznych vzorkt TiO;
po vystaveni stejnym podminkdm [34]. Dal§im divodem mize byt i1 skutecnost,
ze v literatufe je studovan TiO., ktery se vyskytuje v riznych formach (anatas, rutil,

brookit). Ty se pak mohou chovat v prostiedi s riznym pH odlisné.
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Obrazek 15 Zavislost velikosti zeta potencialu disperze vzorku TiO: anatas na pH

5.1.6 Fotostabilita

Fotostabilita je diillezitou charakteristikou UV filtri. Absorbance disperzi TiO» zaznamenana
po rizné dob¢é ozareni je uvedena na Obrazku 16. Po expozici simulovanému slune¢nimu
zéteni se vzorek TiO, anatas projevil jako relativné fotostabilni. NejvEétsi zména
ve schopnosti absorbovat UV paprsky nastala po expozici zafeni trvajici 15 minut. Po této
dob¢ doslo u vzorku k viditelnému poklesu schopnosti pohlcovat UV zafeni, které je nejvice
patrné v oblasti vlnovych délek 290 az 350 nm. ZvySeni doby expozice na 30 a nasledn¢
55 minut déle tuto schopnost jiz vyrazné nezhorsilo. Z vysledk testovani je taky patrné,
ze je vzorek TiO; anatas 0¢inn¢jsi v oblasti UVB zatfeni (290-320 nm) oproti UVA
(320-400 nm). I kdyz jsou fyzikdlni filtry obecné povazovany za U¢inné v celém rozsahu

vvvvvv

potiebna jeho kombinace s jinym UV filtrem.
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Obrazek 16 Zavislost absorbance vzorku TiO: anatas na vinové délce zareni po rizné dobé
expozice UV zareni

5.2 Charakterizace bisoctrizolu

Dalsim dil¢im cilem praktické Casti prace bylo studium chovani chemického nano UV filtru
bisoctrizolu, ktery patii do perspektivni skupiny organickych nerozpustnych pigmentt.
V nano formé je tento UV filtr dostupny pouze v podobé ,ready to use* disperze, jejiz
sloZzeni je uvedeno v Tabulce 1 (procentualni slozeni se mize mirn¢ lisit v zavislosti na
vyrobni $arzi). V rdmci bakalarské prace byla tato nano formulace zkoumana ve vzorcich od
dvou rtiznych dodavatelit DSM a BASF. DSM ve svém portfoliu nabizi nano MBBT pod
nazvem PARSOL® Max a BASF pod oznagenim Tinosorb® M. Uéelem analyzy tak nebyla

jen charakterizace jednotlivych vzork, ale také jejich vzdjemné porovnani.

5.2.1 SEM

Na mikroskopickych snimcich ziskanych pomoci skenovaci mikroskopie lze pozorovat
odli$nou strukturu obou vzorkil. Rozdilnd morfologie tak miZze byt zjednim z divoda
rozdilného chovani PARSOLU® Max a Tinosorbu® M, ptestoZe maji obdobné sloZeni.
Vzhled ¢astic na vyslednych snimcich mohl byt také ovlivnén pfitomnosti xantanové gumy

ve formulaci obou vzorku.
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Obrazek 17 SEM snimek vzorku Obrazek 18 SEM snimek vzorku
PARSOL® Max, zvétseni 4000 x PARSOL® Max, zvetseni 10000 x

¥ lwve AR T

Obrazek 19 SEM snimek vzorku Obrazek 20 SEM snimek vzorku
Tinosorb® M, zvetseni 4000 x Tinosorb® M, zvetseni 10000 x

5.2.2 Stanoveni velikosti ¢astic v Di — H,O

Metoda DLS

Nejprve byla urcena primarni velikost ¢astic vzorkii PARSOL® Max a Tinosorb® M
v disperznim prostfedni demineralizované vody (Tabulka 13). Obdobné jako u vzorku TiO:

anatas byla velikost ¢astic stanovena metodou DLS za pouziti ptistroje Zetasizer Nano ZS90.
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Ziskané hodnoty velikosti ¢astic vyjadiené jako z-average se u obou vzorki vyrazné nelisily.
Zatimco prumérnd velikost ¢astic vzorku PARSOL® Max byla 180,4+0,3 nm, pramérna
velikost ¢astic vzorku Tinosorb® M dosahovala 176,1+0,5 nm. Hodnoty PDI obou disperzi
naznacovaly polydisperzitu obou systému, av§ak nepoukazovaly na zddny markantni rozdil
mezi obéma vzorky. Distribu¢ni kiivky uvedené na Obrazcich 21 a 22 potvrzuji rovnéz
polydisperzitu obou vzorki, a lze na nich rovnéz vidét, ze obé métené disperze obsahuji
Castice s velikosti spadajici do mikronové oblasti a svou velikosti jsou na hranici detekce
pouzitého pfistroje.
Tabulka 13 Primérné hodnoty velikosti ¢astic a PDI spolu se smérodatnymi odchylkami

stanoveni (SD) pro vzorky bisoctrizolu PARSOL® Max a Tinosorb® M dispergovanych
v Di — H>O s neadjustovanym pH. Metoda DLS.

Vzorek Z-average [nm] PDI
180,2 0,228

PARSOL® Max 180,4 0,232
180,7 0,254

Priamér 180,4 0,238
SD 0,3 0,014
176,1 0,243

Tinosorb® M 176,6 0,240
175,7 0,222

Priamér 176,1 0,235
SD 0,5 0,011
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Size Distribution by Intensity
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Obrazek 21 Distribucni krivky velikosti castic bisoctrizolu vzorku PARSOL® Max
dispergovaném v Di — H>O
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Obrazek 22 Distribucni krivky velikosti castic bisoctrizolu vzorku Tinosorb® M
dispergovaném v Di — H>O

Metoda laserové difrakce

Pii dispergaci vzorkii PARSOL® Max a Tinosorb® M ve fyziologickych médiich
a simulovanych télnich tekutinach doslo k okamzité aglomeraci ¢éstic a vzniku aglomerati,
jejichZ velikost presahovala mez detekce pfistroje Zetasizer Nano ZS90 vyuZivajiciho
metodu DLS. Pro spolehlivé stanoveni velikosti ¢astic v téchto aglomerovanych vzorcich
byl proto misto néj pouzit Mastersizer 3000, ktery méii velikost ¢astic pomoci laserové
difrakce a je vhodny pro analyzu ¢astic v Sirokém rozmezi velikosti, od jednotek nanometrii
az do stovek mikronil. Pro porovnani chovani nanocastic obou vzork bisoctrizolu v riznych
mediich, musela byt nejprve znovu urCena velikost castic PARSOLU® Max

a Tinosorbu® M v  disperznim prostiedi tvofeném Di-H»O, avSak pomoci
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Mastersizeru 3000. Na zaklad¢ analyzy velikosti ¢astic bylo zjiSténo, ze priimérna velikost
castic D [4;3] PARSOLU® Max ¢inila 192+7 pm a Tinosorbu® M 170418 pm.
Mezi hodnotami ziskanymi Zetasizerem Nano ZS90 a Mastersizer 3000 je uz na prvni
pohled rozdil, ale obé techniky vedou ke spravnym vysledkiim, které vychazeji z jejich
rozdilné povahy a principu méfeni. Je dulezité zohlednit fakt, ze Mastersizer 3000 méti
objemové vazeny pramér velikosti ¢astic (D [4;3]) v Sirokém rozsahu velikosti. Obsahuje-li
tedy disperze Castice jak malych, tak velkych rozmérti, vétsi ¢astice zabiraji znaéné veétsi Cast
objemu vzorku. Citlivost na pfitomnost ¢astic velkych rozméra je tedy vysokd, zatimco
¢astice malych rozmértit mohou byt snadno zanedbany. Hodnota z-average, méfena pomoci
piistroje Zetasizer Nano ZS90, pak vyjadfuje intenzitné vazeny primeér velikosti ¢astic,
avSak mez detekce této techniky lezi v oblasti ~ 5 pm, vétsi Castice nejsou timto pfistrojem
detekovany a jejich velikost tedy ,neptispiva“ k celkové stanovené velikosti Castic

v disperzi.

Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele, ve svém stanovisku o Methylen
bis-Benzotriazolyl Tetra methylbutylphenolu (bisoctrizolu) v nano formé [24], prezentoval
stanoveni velikosti ¢astic tohoto UV filtru za vyuziti metodiky validované studii Herzoga
a kol. [35]. Primarni velikost ¢astic byla v této praci urCena v 2% disperzi nano MBBT
v dioxanu. V souladu se studii Herzoga a kol. byla pouzita metoda FOQELS
(kvazielastického rozptylu svétla s optickymi vlakny), ktera je zalozena na méteni fluktuaci
intenzity zpétné rozptyleného svétla disperze ¢astic, avSak s thlem rozptylu 180 °. Toto
experimentalni nastaveni umoziuje méteni pii vysokych koncentracich ¢astic (> 1%) a je
vhodné pro analyzu velikosti ¢astic v rozmezi 10 az 500 nm. Velikost ¢astic Tinosorbu® M
v dioxanu byla ve stanovisku uvedena jako stfedni hodnota distribuce velikosti ¢astic vazena
objemem d (0.5), jejiz hodnota byla 150 £ 9 nm. Vysledky zminéné ve stanovisku se vyrazné
neodliSuji od vysledkil prezentovanych v ramci bakalaiské prace ziskanych metodou DLS
(Tabulka 13) a pozorovany rozdil mize byt zpisoben hned n¢kolika faktory. Prvnim je
pouziti jin¢ho disperzniho prostfedi; je tfeba predpokladat, Ze ¢astice nano MBBT se mohou
v disperznim prostfedi tvofeném dioxanem chovat jinak nez v prostfedi demineralizované
vody. Druhym je vyuziti techniky FOQELS, kterd je schopna analyzovat velikost ¢astic
pouze do 500 nm. Konecné tetim faktorem je uvedeni velikosti ¢astic formou medidnu,
misto celkového priméru objemove vazené velikosti Castic, ktery je pouZit v této bakalarske
praci. Poslednim faktorem, kterym je mozné rozdilné vysledky zdlvodnit, je pouziti jiné

koncentrace nano formy bisoctrizolu v obou pracich.
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Tabulka 14 Primérné hodnoty velikosti ¢astic spolu se smérodatnymi odchylkami
stanoveni (SD) pro vzorky bisoctrizolu PARSOL® Max a Tinosorb® M dispergovanych
v Di — H>0 s neadjustovanym pH. Metoda laserové difrakce.

Vzorek D [4;3] [pum]
193
PARSOL® Max 184
197
Priamér 192

SD 7

178
Tinosorb® M 150
183
Priumér 170
SD 18

5.2.3 Stanoveni velikosti ¢astic ve fyziologickych médiich

Jak jiz bylo zminéno, analyza velikosti ¢astic obou vzorkl bisoctrizolu byla vzhledem
k velké aglomeraci ve vSech fyziologickych tekutindch provedena pomoci Mastersizeru
3000. Pii méfeni je automatické jednotka pfistroje naplnéna demineralizovanou vodou
a zaroven dochédzi k neustdlému michani vzorku michadlem, jehoz funkce spociva
v dopraveni disperze do méfici cely. Z téchto diivodi (michani brani aglomeraci) nebylo
chovani vzorkii studovano v zavislosti na Case, ale pouze ihned po smichani vzorki
s jednotlivymi fyziologickymi médii.

Thned po vystaveni obou vzorkli nano MBBT disperznimu prosttedi, které bylo tvofeno PBS
doslo k velké aglomeraci ¢astic. Prestoze vizualnim pozorovanim vzorki (Obrazek 23 a 24)
se aglomeraty PARSOLU® Max zdaly vétsi neZ Tinosorbu® M, jejich primérnd velikost
¢astic, stanovena laserovou difrakci jako D [4;3] 799+£215 um, byla mensi nez primérna
velikost ¢astic Tinosorbu® M 1380450 pum. I v ristovém médiu (DMEM) bez séra doslo
vyrazné aglomeraci vzorkil. Vizudlné se opét zdala vétsi v pripadé PARSOLU® Max

(Obrazek 25 a 26), avSak namétfené hodnoty primeérit velikosti ¢astic 1050+145 pm
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u PARSOLU® Max a 1260+44 pm u Tinosorbu® M neprokazaly mezi velikostmi ¢éstic
obou vzorkli v DMEM bez séra vétsi rozdil. Na zaklad€ vizuélniho pozorovani lze fici, ze
i ptes podobnou, ¢i mensi velikost ¢astic PARSOLU® Max oproti ¢asticim Tinosorbu® M,
byl vzhled disperzi zna¢né rozdilny. Nesoulad mezi vizuadlnim pozorovanim a vysledky
z instrumentalniho méteni mohl byt zptisoben metodikou uzivanou pfi difrakénim méfent,
které probiha za kontinudlniho michani disperze. V ptipadé¢ PARSOLU se sice jeho Castice
shlukuji do vétSich aglomerati, I1ze vSak spekulovat, Ze jsou v nich vazany slabSimi silami
silami/interakcemi a pfi mechanickém namahani v Mastersizeru dochazi k jejich rozpadu.
V DMEM s piidanym 10% telecim sérem, podobné jak u vzorku TiO: anatas, sice dosSlo
1 v ptipadé PARSOLU® Max a Tinosorbu® M k tvorb¢ aglomeratt, které vSak byly, oproti
DMEM bez séra, zietelné mensi. U PARSOLU® Max byla naméfend hodnota
D [4;3] 570+£65 pum a zména byla mozna vidét 1 vizudlné (Obrazek 27), kdy se disperze pii
vizualnim pozorovani zdala vice homogenni. V pfipadé vzorku Tinosorb® M byl vliv séra
na velikost jest¢ markantngjsi, pramért velikost ¢astic byla 12,5+1,0 um, tedy dokonce

mensi nez v demineralizované vodé.

Vzhledem k vySe popsanym pozorovanim lze piedpokladat, ze v médiu se sérem doslo
k adsorpci sérovych proteinti na povrch nanocastic, ¢imz byla vytvofena jiz zminéna
proteinova korona. Tvorba proteinové korony je slozity proces a zavisi na mnoha faktorech,
mezi které patii nejen slozeni, velikost, tvaru a povrchové vlastnosti nanocastic, ale 1 doba
expozice, typ média, pomér mnozstvi nanocastic k mnozstvi proteinti, typ protein
a pritomnosti ionti v médiu. Vzhledem ke slozitosti a specificit¢ je charakterizace
proteinové korony v rtiznych médiich, ¢i in vivo systémech znatn¢ komplikovana. Je vSak
dualezité si uvédomit, ze proteinova korona miize mit pozitivni i€inky, kdy afinita nanocastic
k proteinim miize kompenzovat destabilizacni sily, zpisobené vysokou iontovou silou
a napomahat tak ke stabilizaci systéml [36]. AvSak mize mit i negativni UCinky, kdy
adsorpci proteint na povrch nanoc¢éstice muze dojit k jejich konformacni zméné, kterd mize
vést k patologickym dé€jim v organismu [37]. Z vysledk je patrné, Ze proteinova korona ma
na chovéani castic nano formy bisoctrizolu velky vliv, a studium téchto interakci by

zasluhovalo vice pozornosti.
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Tabulka 15 Primérné hodnoty objemové vazené velikosti ¢astic D [4;3] spolu se
smérodatnymi odchylkami stanoveni (SD) pro vzorky bisoctrizolu PARSOL® Max
a Tinosorb® M dispergovanych ve fyziologickych médiich

PARSOL® Max Tinosorb® M

Disperzni prostredi D [4;3] [pum] D [4;3] [pm]
Priamér SD Priamér SD
PBS 799 215 1380 50
DMEM bez séra 1050 145 1260 44
DMEM se sérem 570 65 12,5 1,0

Obrdzek 23 PARSOL® Max Obrdazek 24 Tinosorb® M dispergovany

dispergovany v PBS v PBS
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Obrdzek 25 PARSOL® Max Obrazek 26 Tinosorb® M dispergovany
dispergovany v DMEM bez séra v DMEM bez séra

Obrazek 27 PARSOL® Max Obrazek 28 Tinosorb® M dispergovany
dispergovany v DMEM s 10% telecim v DMEM s 10% telecim sérem
sérem

5.2.4 Stanoveni velikosti ¢astic v simulovanych gastrointestinalnich tekutinach

Ze stejnych diivodl jako u fyziologickych médii byla pro charakterizaci velikosti ¢astic
bisoctrizolu v simulovanych gastrointestindlnich tekutinach zvolena metoda laserové
difrakce (Tabulka 16).

Prvni simulovanou gastrointestinalni tekutinou, ve které bylo sledovano chovani ¢astic obou
vzorkli nano MBBT, byly simulované sliny (pH=6,9). Ihned po smiché&ni simulovanych slin
jak s PARSOLEM® Max, tak s Tinosorbem® M poukazovaly namétena hodnoty velikosti
D [4;3] na vznik aglomeratl. Priimérna hodnota D [4;3] PARSOLU® Max byla 989+188 um
a pramérna hodnota D [4;3] Tinosorbu® M byla 739+140 um.
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V prostiedi simulované stfevni tekutiny s pH 6,8 doslo také k aglomeraci ¢astic. Aglomeraty
PARSOLU® Max dosahovaly primérna velikosti ¢astic D [4;3] 850138 pm. Jejich
velikost tak byla srovnatelnd s aglomeraty stejného vzorku v disperznim prostiedi
simulovanych slin. Castice vzorku Tinosorb® M vsak oproti aglomeratim vzniklym
v simulovanych slinadch dosahovaly po kontaktu se SIF vyrazné mensich hodnot D [4;3], a to
363493 um. Mezi vzorky mohl byt pozorovan rozdil i vizualn¢ (Obrazek 29 a 31), kdy
u PARSOLU® Max byly pouhym okem vidét bilé aglomeraty.

Zatimco pritomnost pankreatinu v SIF u vzorku TiO; aglomeraci ¢astic podpoftila, u obou
vzorkl bisoctrizolu zptisobil ptidavek tohoto enzymu opacny jev. Namétend hodnota D [4;3]
PARSOLU® Max klesla v SIF s pankreatinem na 239+16 um a u vzorku Tinosorb® M
dokonce 182+9 pm, tedy na podobnou velikost, jakou mél Tinosorb® M v Di — H,O.
V ptipadé PARSOLU® Max dispergovaném v SIF s pankreatinem doslo 1 k vizualni zméné,
aglomeraty jiz nebyly viditelné okem (Obrazek 29).

V disperznim prostiedi simulované zalude¢ni tekutiny s pH 1,2 u obou vzorki nano-filtrii
doslo k tvorbé nejvétsich aglomeratli, avSak ve srovnani s chovanim v SIF se oba vzorky
chovaly velmi podobn¢ (Obrazek 30, 32). Priimérna velikost ¢astic PARSOLU® Max byla
1130£51 pum apramérna velikost castic Tinosorbu® M dosahovala 1190+17 um.
Pti dispergovani ¢astic obou vzorkl v SGF s pepsinem se stejnym pH jako bez pepsinu opét
doslo k poklesu velikosti aglomeratii a to na 663+45 pm u PARSOLU® Max a 686+64 um
v ptipad¢ Tinosorbu® M. Disperze PARSOLU® Max v SGF s pepsinem opét byla vizudlné
odlis$na od disperze stejného vzorku v SGF bez pepsinu. Na zaklad¢ téchto vysledk Ize tedy
konstatovat, Ze enzymy u obou vzorkl slouzily ve zkoumanych simulovanych télnich
tekutinach jako dispergacni Cinidla a opét se zde uplatnila jejich funkce pii tvorbé ochranné

proteinové korony.

Srovnéani primérnych velikosti ¢astic/aglomeratii D [4;3] obou filtrh je prehledné uvedeno

na Obrazku 33.
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Tabulka 16 Primérné hodnoty objemové vazené velikosti ¢astic D [4;3] spolu se
smérodatnymi odchylkami stanoveni (SD) pro vzorky bisoctrizolu PARSOL® Max
a Tinosorb® M dispergovanych v simulovanych gastrointestinalnich tekutinach

Disperzni prostiedi

PARSOL® Max

Tinosorb® M

D [4;3] [pm]

D [4;3] [pm]

Priamér SD Priamér SD

Simulované sliny 989 188 739 140
SIF 850 138 363 93
SIF s pankreatinem 239 16 182 9
SGF 1130 51 1190 17

SGF s pepsinem 663 45 686 64
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Obrazek 29 PARSOL® Max dispergovany  Obrazek 30 PARSOL® Max dispergovany
v SIF (vlievo) a v SIF s pankreatinem v SGF (vlevo) a v SGF s pesinem (vpravo)

(vpravo)

Obrazek 31 Tinosorb® M dispergovany Obrazek 32 Tinosorb® M dispergovany
v SIF (vlevo) a v SIF s pankreatinem v SGF (vlevo) a v SGF s pesinem (vpravo)
(vpravo)
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Obrazek 33 Srovnani prumérnych velikosti c¢astic/aglomeratu D [4,3] ve studovanych
disperznich médiich
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5.2.5 Pozorovani aglomerati simulovanych gastrointestinalnich tekutinach

Aglomeraty PARSOLU® Max byly v prostiedi simulovanych slin, SIF a SGF sledovany
i optickym mikroskopem (Obrazky 34-36). Z mikroskopickych snimkid je zfejmé,
ze aglomeraty mély ve vSech téchto simulovanych tekutinach podobny, nepravidelny tvar,

a lisily se pouze velikosti.

V souvislosti s pozorovanou aglomeraci je tieba poznamenat, ze bisoctrisol predstavuje
komplexni formulaci, ktera obsahuje nejen vlastni aktivni latku MBBT v mikronizovaném
stavu, ale i1 dalsi slozky (viz Tabulka 1). Z hlediska vlastnosti celého UV filtru je zde
zajimava predev§im pfitomnost xantanové gumy. Tento biopolymer, polysacharid
ve formulaci vyznamné ovliviiuje chovani bisoctrizolu, jelikoz zde funguje jako ochranny
koloid, ktery vytvoii na povrchu castice adsorpéni vrstvu zamezujici jejich agregaci.

Poskytuje tedy MBBT casticim tzv. sterickou stabilizaci

o

™
» ¥
"

-
i

Obrazek 34 Aglomeraty PARSOLU® Max disperznim prostiedi simulovanych slin
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Obrazek 36 Aglomeraty PARSOLU® Max disperznim prostredi SGF
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5.2.6 Zeta potencial

DalSim parametrem, kterym byly popsany vlastnosti obou vzorki, byl zeta potencial
stanoveny ve vodném dispersnim prostiedi sriznym pH. Hranice stability disperzi
(zeta potencial niz§i nez —30 mV) byla u vzorku PARSOLU® Max dosazena v prostiedi
s pH 6-10 a u vzorku Tinosorbu® M v prosttedi s pH 5—10. Oba vzorky by tedy, teoreticky,
v blizkosti fyziologického pH mély tvorit stabilni disperze. Vysledky charakterizace vzorkl
nano MBBT v gastrointestindlnich tekutinach vSak potvrzuji, ze elektrostaticka stabilizace
je pouze jednou z mnoha slozek ptispivajicich ke stabilité disperzi. Piestoze simulované
sliny a SIF byly adjustovany na hodnotu pH 6,8, doSlo ve zminénych tekutinach k zna¢né
aglomeraci ¢astic jak PARSOLU® Max, tak Tinosorbu® M. V ptipadé SGF s pH 1,2 vSak
byla aglomerace ¢astic vyraznéjsi, toto chovani pravdépodobné souvisi s hodnotou pH 1,2,
pii které je zeta potencial obou vzorkt blizky nule a dochazi tak k oslabeni odpudivych sil
mezi ¢asticemi.

Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele se v jiz zminéném stanovisku zabyva 1 analyzou
zeta potencidlu[24]. Hodnota zeta potencidlu Tinosorbu® M byla stanovena metodou
elektroakustické spektroskopie a pii fyziologickém pH byla uréena na —25 mV. Tedy
vyrazn€¢ méné nez hodnota —40,2 mV, ktera byla stanovena v ramci bakalaiské prace, avSak
tento rozdil mohl byt zptsoben jak vyuzitim jinych metod, tak ¢astecné charakterizaci jiné
Sarze. Veédecky vybor vSak i zminénou nizs$i hodnotu oznacil ve svém dokumentu jako

vyhodnou pro stabilitu disperze.

Srovnani zavislosti zeta potencialu vs pH pro samotnou xantanovou gumu s vysledky
v bakalaiské praci ukazuje, ze pravé pfitomnost xantanové gumy je parametrem, ktery
hodnotu zeta potencialli fidi. Autoii prace [38] stanovili hodnotu zeta potencidlu pii
fyziologickém pH pomoci stejné metody, kterd je pouzita v této bakaldfské praci na
—60 mV, coz je hodnota niZsi nez ~ 40 mV stanovenych pro bisoctrizol. Pozorovany rozdil

1ze potom logicky pficist vlivu ostatnich slozek ptitomnych ve formulaci.
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Obrazek 37 Zavislost velikosti zeta potencialu disperze vzorku bisoctrizolu PARSOL® Max
a Tinosorb® M na pH

5.2.7 Fotostabilita

Ptestoze byly vzorky PARSOL® Max a Tinosorb® M obdobného slozeni, jejich chovani
po ozéateni bylo odlisné. Tinosorb® M se projevil jako vice fotostabilni a u vzorku
vystavenému simulovanému slune¢nimu zafeni po dobu 15 a 30 minut, nedoSlo téméf
k zadné zméné schopnosti absorbovat UV zafeni v porovnani s neozarenym vzorkem.
K poklesu schopnosti pohlcovat UV paprsky dosSlo az po 55 minutové expozici zaieni
(Obrazek 38). PARSOL® Max v porovnani s Tinosorbem® M vykazoval mensi fotostabilitu
(Obrazek 39). Znatelny ubytek v mmnozstvi absorbované¢ho zafeni byl viditelny jiz
po 30 minutovém ozafeni a k dalSimu poklesu doslo 1 po 55 minutach. Pti ptipravé vzorka
pro stanoveni fotostability se nepodafilo jak u PARSOLU® Max, tak Tinosorbu® M
vytvoftit jejich zcela homogenni disperzi v glycerolu. Pfesnou koncentraci studovanych
castic v kone¢né disperzi tedy nebylo mozné piesné urcit, coz znesnadiiuje porovnani
ucinnosti studovanych vzorki. Lze vSak konstatovat, Ze oba UV filtry poskytuji ochranu jak

pifed UVB, tak i UVA zéfenim.

BliZsi posouzeni vysledki ukazuje, Ze na absorpcénich kiivkéach Ize u obou vzorki pozorovat
dvé ploché maxima. Prvni, vice zfetelné u vzorku PARSOL® Max, se nachazi pii ~ 295 nm
a druhé pii ~ 360 nm. Obdobné vysledky publikovali i autofi Herzog a kol. v jiZ zmiflované
studii [35], kde navic zjistili, Ze se poloha téchto maxim méni v zavislosti na velikosti ¢éstic

MBBT ve vzorku a na fyzikdlni formé& pfipraven¢ho vzorku (zda se jedna o roztok,
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i disperzi). Védecky vybor ve svém prohldSeni tyto spektrdlni zmény zdivodiuje
elektronovymi interakcemi chromofort v ¢asticich. Prvni maximum pohybujici se ~ 305 nm
(v BP stanoveno ~ 295 nm) vzniké lokalnim pfechodem elektronli uvnitt benzotriazolové
skupiny, zatimco maximum nachdzejici se ~350 nm (v BP stanoveno ~ 360 nm) souvisi s

pfechodem m—n* mezi vazebnym a antivazebnym molekularnim orbitalem [24].
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Obrazek 38 Zavislost absorbance vzorku bisoctrizolu Tinosorb® M na vinoveé délce zareni
po riizne dobé expozice UV zareni
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Obrazek 39 Zavislost absorbance vzorku bisoctrizolu PARSOL® Max na vinové délce
zareni po riizné dobé expozice UV zareni
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ZAVER
V ramci bakalafské prace byly popsany zakladni fyzikalné chemické a biologické vlastnosti

nanocastic a jejich vyuziti v ptipravcich na ochranu kiize proti UV zéfeni.

Hlavnim cilem bakalafské prace pak byla prakticka charakterizace vlastnosti tfech vzorka
nano UV filtrt: TiOz anatas, PARSOL® Max a Tinosorb® M (oba bisoctrizol) v disperznich
prostiedich, se kterymi mohou pfijit do kontaktu bud’ pti in vitro a in vivo testovani, nebo pfi
kontaktu s lidskym organismem.

Thned po kontaktu s fyziologickymi médii PBS a DMEM bez séra, doslo u vSech vzorkt
pritomnosti soli v obou médiich. Tento jev mlze zasadné ovlivnit dispergaci €astic pro
toxikologické testovani a tim snizit vypovidaci schopnost ziskanych toxikologickych
vysledki. Jako moZné feSeni se ukéazalo pfidani teleciho séra, kdy v disperznim prostiedi
DMEM s 10% telecim sérem doslo ke stabilizaci ¢astic, a to zfejmé vytvorenim proteinové

korony, ktera nanocastice stericky stabilizovala, a tim branila jejich aglomeraci.

V simulovanych gastrointestinalnich tekutinach se chovéni rtiznych vzork nano UV filtra
lisilo vice. Diivodem bylo jednak rozdilné sloZeni simulovanych tekutin co do ptfitomnosti
soli, ale také rozdilny prib¢h zavislosti zeta potencidlu na pH. Hodnota zeta potencidlu
nanocastic TiO» anatas v oblasti fyziologického pH lezela v blizkosti —20 mV a pfi pH 1,2
(SGF) v blizkosti +20 mV. Vzorky PARSOLU® Max a Tinosorbu® M dosahovaly pfi
fyziologickém pH stabilnich hodnot zeta potencialu —40 mV, a naopak pii pH 1,2 byla
hodnota zeta potencidlu blizka nule, coz je oblast, ve které lze predpokladat vyskyt
nestabilnich disperzi. To se projevilo 1 na velikosti castic/aglomerati v jednotlivych
tekutinach. Rozdilné chovéni bylo pozorovéano i v médiich po ptidani enzymtm (SIF a SGF).
Castice vzorku TiOs anatas v prostfedi s enzymy aglomerovaly ve srovnani s prostiedim bez
enzymu vice, av§ak vzorky PARSOLU® Max a Tinosorbu® M aglomerovaly v prostfedi
s enzymy srovnatelné, ¢i dokonce méné, coz lze pravdépodobné pficist pfitomnosti

proteinové korony.

Ptestoze PARSOL® Max a Tinosorb® M piedstavuji vzorky s obdobnou formulaci, je
dillezité zminit, Ze jejich chovani ve fyziologickych a simulovanych télnich tekutinach se
od sebe lisilo. Nejvice byl tento rozdil patrny =z vizudlniho pozorovéani, kdy byl
PARSOL® Max v disperznich prostiedich bez proteinti optickym pozorovanim vyhodnocen

jako nehomogenni, zatimco Tinosorb® M tuto vlastnost nevykazoval. Jako zésadni se pro
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chovani vzorki PARSOL® Max a Tinosorb® M ukazala pfitomnost xantanové gumy

v jejich formulaci a afinita k tvorb€ ochranné proteinové korony.

Vysledky bakalaiské prace mohou v praxi slouzit jako podklad pro provadéni testd
biokompatibility a pro lepSi pochopeni chovani c¢éasticovych UV filtri v kontaktu se

simulovanymi télnimi tekutinami a médii.
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