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ABSTRAKT

Piedmétem diplomové prace je stanoveni velikosti nanocastic a popis jejich chovani ve fy-
ziologickych a gastrickych tekutindch S vyuzitim metody dynamického rozptylu svétla
(DLS). Teoreticka ¢ast popisuje vlastnosti nanocastic, legislativu tykajici se nanocastic
v kosmetice, vybrané oblasti jejich pouziti a jsou diskutovany i toxikologické ucinky téchto
materidlti. V praktické Casti je piedstaveno stanoveni stifibrnych nanocastic v komer¢nich
vzorcich pomoci DLS a je studovano chovani nanocastic stiibra ve fyziologickych a gastric-
kych tekutinach. Dale je také charakterizovana velikost ¢astic oxidu titani¢itého v zadanych

vzorcich.

Kli¢ova slova: nanocastice, stfibro, oxid titani¢ity, dynamicky rozptyl svétla

ABSTRACT

The subject of the diploma thesis is to determine the size of nanoparticles and their behavior
in physiological and gastric fluids using dynamic light scattering (DLS). The theoretical part
describes properties of nanoparticles, legislation on nanoparticles in cosmetics and their ap-
plication in selected areas. Their toxicological effects are also presented. In the experimental
part, the measurements of particle size in commercial samples using DLS are introduced.
Behavior of the silver nanoparticles in physiological and gastric fluids is also examined. In

adition, size of the titanium dioxide nanoparticles in specified samples is investigated.

Keywords: nanoparticles, silver, titanium dioxide, dynamic light scattering
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UvVOD

Nanomaterialy jsou stale ¢astéji vyuzivany V riznych oblastech pramyslu, ve spotiebnich
vyrobcich 1 pfi poskytovani zdravotni péce. Ocekava se, ze v roce 2015 dosdhnou celosve-
tové prodeje vyrobki s obsahem nanomateriala ¢astky 4,1 bilionu eur. Znalost toxikologic-
kého pisobeni téchto latek vSak zaostdva za exponencialni rychlosti riistu vyzkumi zamé-
fenych na syntézu, charakterizaci nebo aplikaci nanomaterialti v praxi. V sou¢asnosti se v§ak
tato situace méni a vyzkum bezpecnosti nanocastic se dostava do popiedi z4jmu. Védci po
celém svété hledaji odpovédi na otazky, zda se nanocastice TiO2 z opalovacich ptipravka
mohou dostat kizi do téla, zda jsou uhlikové nanotrubice z elektronickych zatizeni nebez-
pecné pro plice, tak jako byval azbest, nebo zda nanocastice z potravin mohou piechazet ze
stieva do krve. Diky velkému zajmu vefejnosti a dotacim vyzkumnych fondu stale stoupa
pocet védeckych projektt zabyvajicich se timto tématem; zatimco v letech 1980 az 2010
byly zvetfejnény vysledky 5000 vyzkumnych projektd, stejny pocet vystupt byl publikovan
v nasledujicich tfech letech (tj. 2011-2014). I pfes znacné védecké Gsili jsou vsak informace

o chovani nanodastic stale nedostatec¢né.

Z praktického hlediska se vyzkum soustted’uje na fadu cilt. Je to napt. sledovani chovani
nanocastic v zivotnim prostedi, zkoumani toxicity téchto latek, ¢i popis procesu jejich roz-
kladu. Dilezitou otazkou rovnéz je, jak se nanocastice mohou dostavat do lidského orga-
nismu. Teoreticky existuji tfi hlavni vstupni cesty: kizi, plicemi nebo zazivacim Gstrojim.
Vétsina studii se shoduje, ze zdrava, neposkozena kiize je i¢innou ochranou bariérou proti
nanocasticim. Co Se tyka moznosti priniku nanoc¢astic zazivacim traktem, nazory védca jiz
tak jednotné nejsou. Je tedy jasné, Ze popis a pochopeni chovani nanocastic v organismu
vyzaduje dalsi vyzkumné aktivity

Vyzkum nanocastic je rovnéz Gzce spojen s probihajicim vyvojem analytickych metod pro
transmisni emisni mikroskopie (TEM), kterou Ize urcit velikost a tvar ¢astic nebo dynamicky
rozptyl svétla (DLS), ktery umoziuje rychlé stanoveni jejich rozmeért. Nelze opomenout ani
ultrafiltraci a ultracentrifugaci poskytujici informace o stabilité¢ nanoc¢astic v riznych médi-
ich. [1,s. 53], [2, s. 4], [3].

Diplomova préce je pfispévkem k vyzkumu stanoveni velikosti nanocastic a chovani nano-

castic stiibra ve fyziologickych a gastrickych tekutindch za pomoci DLS.
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1 NANOCASTICE

Biotechnologie a nanotechnologie jsou klicovymi technologiemi jednadvacatého stoleti
s velkym potencidlem dalSiho rtistu. Nanotechnologie je obor, ktery se rychle rozviji v di-
sledku velkého pokroku dosazeného v oblastech elektroniky, mechaniky, mediciny, kosme-
tiky nebo potravinafstvi. Vlastnosti organickych a anorganickych nanocéstic, jako jsou malé
rozmery, sloZeni, struktura povrchu, rozpustnost, tvar ¢i schopnost agregace umoznuji neo-
mezené Upravy jejich zakladnich uzitnych vlastnosti, napf. vodivosti, rozpustnosti nebo sta-

bility [1, s. 38], [4, s. 51, [5, s. 53].

1.1 Uvod do nanosvéta

Nanotechnologie jsou zalozeny na zpracovani materialli na atomarni a molekularni irovni
za ucelem vytvoreni novych molekuldrnich struktur, zndmych jako nanomaterialy (NM).
Nanomateridly maji jedinecné vlastnosti, které se 1isi od ptivodnich materiall, ze kterych

byly odvozeny.

Nanomaterial je definovan jako material s jednim nebo vice vnéj§imi rozmeéry, anebo vnitini
strukturou v fadu nanometrii, coz mu dava nové vlastnosti v porovnani se stejnym materia-
lem, jehoZ rozméry jsou tradi¢ni. Nanocastice jsou podmnozinou NM a jsou definovany jako
jednotlivé ¢astice s primérem mensim neZ 100 nm, i kdyz jejich aglomeraty mohou byt vétsi.

Obecné se velikost nanocastic pohybuje v rozmezi 1-100 nm [6, s. 40-41], [7, s. 1].

Nanocastice nemusi byt nutn€ produktem lidské ¢innosti, 1ze je nalézt také v prirod¢. Ptiro-
zené se vyskytujici nanoc¢astice mohou byt jak organické (proteiny, polysacharidy, atd.), tak
1 anorganické (napf. oxyhydroxidy Zeleza, aluminosilikaty ¢i kovové nanocastice), které mo-
hou vznikat pfi zvétravani, sopecnych erupcich, blescich nebo mikrobialnimi procesy [8, s.
262].

1.2 Historie nanodastic

Historie nanocastic saha hluboko do minulosti, jeji stopy vedou az do starovéku. Jednodu-
chym pouzitim ptirodnich nanomateriali byla aplikace jili. Zajimavé¢jsi ale je, ze jiz pred
vice nez 4500 lety byla vyuzivana pfirodni azbestova nanovldkna k vyztuzeni keramiky.
Nejpozoruhodnégjsi v§ak bylo pouziti kovovych nanocastic jako barevnych pigmentt. V 9.
stoleti byla vyrabéna glazovana keramika s metalickym leskem. Na téchto ozdobach byly

poté pozorovany zajimavé optické vlastnosti, které souvisely s piitomnosti nanocastic st¥ibra
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¢i médi rozptylenych ve vnéjsich vrstvach glazury. Kromé keramiky byly metalické nano-
Castice vyuzivany k barveni skla. Zndmé je vyuziti zlata k nanaseni napadné cervené barvy
na sklo [8, s. 262]. Jednim z nejslavnéjsich piikladi tohoto jevu jsou Lykurgovy pohary,
které se nachazi v Britském muzeu v Londyné. Tyto pohary vyrobené Rimany ve 4. stoleti
maji na dennim svétle smaragdoveé zelenou barvu s kovové zlatym leskem. Pokud je vSak
pohar osvicen zevnitf, jeho barva se zméni v rubinové ervenou. Analyza skla odhalila, ze
tyto pohdry obsahuji malé mnozstvi drobnych kovovych krystalka stiibra a zlata v molarnim
poméru piiblizné€ 14:1. Pravé pfitomnost nanocastic zpusobuje toto zvlastni zabarveni [7, s.

2-3], [9].

1.3 Vlastnosti nanocastic

U nanocastic jsou fyzikalni charakteristiky jako bod tani, viskozita, nebo oblast maximalni
absorpce fotont odlisné od béznych struktur s makro rozméry, které jsou jinak z chemického
hlediska identické. U cCastic s rozméry piiblizné 1 az 100 nm se zacinad projevovat jejich
vlnovy charakter. Mezi dulezité faktory ovlivilujici chovani nanocastic patii atomové sily,

vlastnosti chemickych vazeb nebo kvantové jevy [10, s. 263].

Nanocastice 1ze popsat jejich tvarem, velikosti nebo morfologickou substrukturu. Mohou
vyskytovat ve formé aerosolu (vétSinou pevna nebo kapalna faze ve vzduchu/plynu), su-
spenze (pevnd latka v kapalin€) nebo emulze (dvé nemisitelné kapalné faze). V ptfitomnosti
surfaktantli mohou byt pozménény jejich povrchové a mezifazové vlastnosti. Nepifimo mo-
hou tyto latky fungovat také jako stabilizatory proti koagulaci ¢i agregaci ¢astic (zachovavaji

naboj ¢astice nebo upravuji svrchni vrstvu ¢astice) [11, s. 3].

1.4 Klasifikace nanocastic

Nanocastice 1ze klasifikovat podle fady hledisek, z nichZ nejbézné;si je lenéni na organické
a anorganické nanocastice. Mezi organické miizeme zatadit uhlikové nanocastice (fulle-
reny), do skupiny anorganickych nanocastic pak fadime napiiklad magnetické nanocastice,
nanocastice uslechtilych kovi (zlato, stfibro) a polovodivé nanocéstice (oxid titanicity, oxid

zineCnaty) [11, s. 4].

Dale Ize nanocastice délit na zakladé jejich chemické struktury na nanostruktury na bazi
uhliku, nanocéstice oxida kovil, kvantové tecky, kovové nanoc¢éstice a organické nanocas-

tice. Nanostruktury na bazi uhliku se dale déli na dvé hlavni skupiny. Prvni skupinou jsou
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fullereny, které obsahuji nejméné 60 atomu uhliku, druhou skupinu pak tvoii uhlikové na-
notrubice vyznacujici se dobrymi elektrickymi, mechanickymi a chemickymi vlastnostmi,
které své uplatnéni nachazeji zejména v oblasti elektroniky, polymerniho primyslu, energe-

tiky nebo mediciny.

Mezi nanocastice oxidu kovu patii fada oxidu pfechodnych kovi (Fe203, CuO, TiO2, ZnO
nebo CeOy) a také SiO». Tyto ¢astice jsou soucasti fady spotiebnich vyrobki (kosmetika,

opalovaci ptipravky, katalyzatory, biomedicina) [1, s. 40-41].

Kvantové tecky neboli tzv. quantum dots (QD) jsou fluoreskujici polovodi¢ové nanokrystaly
0 velikosti n¢kolika nanometri [1, s. 40-41]. Jedna se o anorganické nanocastice, které jsou
vyuzivany v biologii a bioanalytické chemii, kde maji podobné uplatnéni jako jiz diive
znamé organické fluorofory. Kvantové tecky jsou nositeli nékterych jedine¢nych optickych
a chemickych vlastnosti, coz umoziuje jejich vyuziti pii detekci iontd, bakterii, virti, nukle-
otidovych sekvenci nebo proteinti. Mohou se vyskytovat samostatné, nebo mohou byt uspo-

fadany do klastra [12, s. 611].

Skupina kovovych nano¢astic zahrnuje zejména nanocastice uslechtilych prvki (zlato, sti-
bro), ale zafazuji se sem také n€které prechodné kovy (Zelezo, zinek). Pouziti téchto latek je
Siroké, uplatiiuji se pti katalyze, biodegradaci, detekovani biomolekul ¢i v medicing. Zndma
je také aplikace nanocastic sttibra pro jejich antimikrobialni aktivitu. Posledni Sirokou sku-
pinou jsou organické polymerni nanocastice, které jsou stabilni pti kontaktu s biologickymi
tekutinami. Tyto polymerni nanocastice (na bazi biodegradabilnich ¢i standardnich poly-
merll) s vhodné modifikovanym povrchem mohou byt vyuzivany jako nosice 1é¢ivych latek

V lidském téle.

Kromé vySe zminénych zpiisobt Ize nanoc¢astice delit také dle jejich oblasti aplikace. Prvni
Vyuzivaji se jako biologické znacky diky své velikosti (kterd je obdobna jako velikost pro-
teintl) a schopnosti fluorescence (zejména QD), dale jsou pouzivany jako nosice 1é¢iv nebo
pii ultrasenzitivni elektrochemické detekci proteint. Uplatituji se také pfi monitorovani a
detekci mikroorganismu. Dalsi oblasti aplikace je Zivotni prostedi. Zde se nanocastice uplat-
nuji, diky vysoké adsorbeni schopnosti, pfi biodegradacnich procesech (naptiklad nanocas-
tice amfifilniho polyurethanu). Tteti oblasti jsou primyslové aplikace, kde se v rtiznych od-
vetvich vyuzivaji nanocastice jiz dveé desetileti. Vzhledem k jejich vysoké tepelné vodivosti

je mozné jejich pouzitich pii procesech prenosu tepla. Vyuzivaji se také v potravinaistvi
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nebo v oblasti kosmetiky v opalovacich ptipravcich, deodorantech, mydlech, atd. Uplatiuji

se také ve stavebnich materialech [1, s. 41-43].

1.5 Vyroba nanodastic

Casto pouzivanymi fyzikalnimi a chemickymi metodami pro vyrobu nanoéastic jsou iontové
naprasovani, solvotermalni syntéza, redukce nebo technika sol-gel. V podstaté existuji dva
zpusoby vyroby nanocastic — top down (odshora dollt) a bottom up (zespodu nahoru). Cilem

obou zpusobil je vytvaret nanoc¢astice a nanostruktury stejné velikosti a tvaru [11, s. 4].

Top down

Vychozi material

1 Pragek

L-[] F_E] I'U rU Nanocastice
DD

1
§§2’_‘3 Klastry

% Q
o %@
% Atomy

Bottom up
Obr. 1. Srovnadni metod top down a bottom up [13].

1.5.1 Metoda top down

Metoda top down je zalozena na cileném zmensSovani rozméri vychoziho materialu do fadu
nanometrt. Pfi této metodé se uplatiuje fada krokt, kdy dochazi k postupnému zmensSovani
vychozich struktur tak, aby v kazdém kroku miniaturizace vznikl produkt o néco mensi, nez

byl ten piedchézejici az do vzniku struktury o pozadované velikosti s novymi jedine¢nymi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

vlastnostmi nebo funkcemi. Zmensovani mize probihat naptiklad mechanickymi, chemic-
kymi nebo elektrochemickymi postupy, zalezi na povaze substratu a pozadavcich na veli-
kosti produktu. Dolni hranice rozméra u metody top down se pohybuje v rozmezi 10-100
nm [11, s. 4-5], [14, s. 493].

1.5.2 Metoda bottom up

Pti metodé bottom up jsou atomy a molekuly uspotadavany do nanostruktur, jejichz rozméry
se pohybuji v rozmezi 2-10 nm. V piirod¢ lze tuto metodu pozorovat pii vzniku biologic-
kych struktur. Tento postup pfipravy nanocastic vyuziva fizené chemické reakce a schop-
nosti samoorganizace a samosestavovani jednotlivych slozek. V pramyslovych aplikacich
se lze s touto metodou setkat naptiklad pii vyrobé uhlikovych nanotrubic nebo kvantovych

tedek [11, s. 5], [14, s. 497].

1.5.3 Fyzikalni a chemické metody syntézy nanocastic

Jak jiz bylo zminéno, jednou z metod pfipravy nanocastic je chemicka reakce, pfi které do-
chazi k redukci iontovych soli ve vhodném médiu v pfitomnosti surfaktantd s pouzitim re-

dukéniho cCinidla, kterym je naptiklad tetrahydridoboritan sodny, citrat sodny nebo hydrazin.

Dalsi metodou je solvotermalni syntéza. Tento proces zahrnuje pouZiti polarniho rozpouste-
dla za zvySeného tlaku pfti teploté nad jeho teplotou varu. Vyrazné se tak zvysi rozpustnost
reaktantd a reakce mliZze probihat pii nizsi teplot¢.

Sol-gel metoda je pouzivana k vyrobé nanocastic oxidi kovii nebo polymert. Principem je

ptiprava koloidni suspenze, neboli solu, ktery je nasledné preveden na viskozni gel a poté

na pevny produkt [11, s. 5-6], [15, s. 35-37].
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2 LEGISLATIVA

Zéakladnim zadvaznym legislativnim piedpisem pro kosmetické ptipravky je Natizeni Evrop-
ského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o kosmetickych pfi-

pravcich, které je pfimo u¢inné od 11. cervence 2013.

Kromé tohoto natizeni se nanocasticemi zabyva také norma ISO/TS 27687:2008.

2.1 Vybrané ¢asti Narizeni €. 1223/2009 tykajici se nanomateriala

Tento dokument nové zavadi podminky a pravidla pro pouzivani nanomaterialti v kosmetic-
kych ptipravcich. Barviva, konzervacni ptisady a filtry ultrafialového zareni, véetné téch
S obsahem nanomateridl(i, musi byt povoleny. Pokud budou v pfipravcich obsazeny jiné na-
nomaterialy, které nejsou timto nafizenim omezeny, budou podrobeny posouzeni bezpec-

nosti na urovni EU [16].

2.1.1 Kapitola 1 — Oblast ptisobnosti a definice

V ¢lanku 1 pismene k) je definovan nanomaterial, kterym se rozumi nerozpustny nebo bio-
perzistentni a zdmérn¢ vyrobeny materidl o jednom nebo vice vnéjSich rozmérech nebo

S vnitini strukturou v fadu od 1 do 100 nm.

2.1.2 Kapitola Il — Posouzeni bezpe¢nosti, informa¢ni dokumentace k pripravku,

oznamovaci povinnost

Clanek 13 uklada odpovédné osobé povinnost pfed uvedenim kosmetického piipravku na trh
informovat elektronickou cestou o piitomnosti latek ve formé nanomateriali. Udava se jejich

identifikace vcetné chemického nazvu (IUPAC) a dalSich deskriptort:

* mezinarodni nechranéné nazvy farmaceutickych ptipravka (Non-proprietary Names
(INN) for pharmaceutical products), WHO, Zeneva, srpen 1975,

= (isla sluzby chemickych abstrakt (CAS),

= (islo ES, jez odpovida bud’ ¢islim EINECS (European Inventory of Existing Com-
mercial Chemical Substances numbers) nebo ¢islim ELINCS (European List of No-
tified Chemical Substance numbers) nebo registracnimu ¢islu pridélenému podle na-
fizeni (ES) ¢. 1907/2006,

= ndzev XAN, ¢imz se rozumi ndzev schvaleny urcitou zemi (X); napt. nazev USAN

znamena nazev, ktery schvalily Spojené staty americké,
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* nazev uvedeny v seznamu nazvu prisad podle spole¢né nomenklatury podle clanku

33 tohoto nafizeni.

Dale se uvadi rozumné predvidatelné podminky expozice.

2.1.3 Kapitola IV — Omezeni pro nékteré latky

Dle ¢lanku 16 je nutno u kazdého kosmetického ptipravku, ktery obsahuje nanomaterialy,
zabezpecit vysokou uroven ochrany lidského zdravi. Pokud neni vyslovné stanoveno, tento
¢lanek se nevztahuje na nanomaterialy pouzivané jako barviva, filtry ultrafialového zéateni
nebo konzervacéni ptisady. Je zde také uvedeno, Ze odpovédnd osoba musi elektronickou
cestou oznamit kosmetické ptipravky obsahujici nanomateridly Sest mésict pred jejich uve-

denim na trh. Oznamované informace musi obsahovat;

» identifikaci nanomateridlu vcetné¢ jeho chemického ndzvu (IUPAC) a dalSich
deskriptorti (jiz uvedeny vyse),

= piesné vymezeni nanomateridlu, véetné velikosti ¢astic a fyzikalnich a chemickych
vlastnosti,

» odhadované mnoZstvi nanomaterialli obsaZenych v kosmetickych pfipravcich, které
maji byt roén€ uvedeny na trh,

= toxikologicky profil nanomaterialu,

» daje o bezpecnosti nanomaterialu tykajici se kategorie kosmetického piipravku,
ve kterém je pouZit,

* rozumn¢ piedvidatelné podminky expozice.

V piipadé€ pochybnosti o bezpecnosti pouziti ur¢itého nanomateridlu Komise okamzité zada
Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele (VVBS) o stanovisko k bezpeénosti pouziti da-
ného materialu pro odpovidajici kategorie kosmetickych ptipravkl a rozumné predvidatelné
podminky expozice. VVBS vydava stanovisko do Sesti mésicii od obdrzeni zadosti, tyto in-
formace jsou poté Komisi zvetejnény. Pokud VVBS zjisti dalezité chybéjici udaje, odpo-
veédna osoba je Komisi vyzvana k jejich doplnéni ve stanovené lhité. Konecné stanovisko

vydava Sest mésicti od obdrzeni doplitujicich udajt.
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2.1.4 Kapitola VI — Informace pro spoti-ebitele

K nanomateridlim se vztahuje ¢lanek 19 tykajici se oznacovani kosmetickych ptipravkd.
Vsechny piisady ve formé nanomaterialu musi byt na obalu uvedeny v seznamu piisad uve-
denému slovem ,,ingredients*. Oznacovani se provadi uvedenim slova ,,nano* v zdvorkach

za nazvem prisady.

2.1.5 Priloha 1 — Zprava o bezpec¢nosti kosmetického pripravku

Informace o nanomateridlech musi obsahovat také zprava o bezpecnosti v ¢asti A v ramci

toxikologického profilu latek [17].

2.2 Norma ISO/TS 27687:2008

Touto normou jsou nanocastice definovany jako nanoobjekty se vS§emi tfemi vnéj§imi roz-

méry v fadu nanometrti, tzn., Ze jejich velikost se pohybuje v rozmezi 1-100 nm [18].

2.3 Pokyny pro posuzovani bezpecnosti nanomaterialii v kosmetickych

pripravcich SCCS/1484/12

V roce 2012 vydal VVBS Pokyny pro posuzovani bezpecnosti nanomateriald v kosmetice
SCCS/1484/12. Na zaklad€ oddilu 4 tohoto dokumentu by méla byt provedena plna fyzi-
kalné-chemicka charakterizace nanomaterialu. Jednim z dtlezitych parametrt pro identifi-
kaci a charakterizaci nanomateriald urc¢enych pro pouziti v KP je pravé velikost ¢astic. Je
nutné poskytnout informace o primarni a sekundarni velikosti ¢astic, 0 poétu Castic, distri-
buci velikosti ¢astic a distribuci velikosti hmoty. Pro kazdou Sarzi musi byt dostupna jeji
specifikace a variabilita jednotlivych Sarzi pfi jejich vyrobé. Pro urceni velikosti ¢astic do-
porucuji EFSA (2011) a OECD (2010) kombinaci vice metod, z nichZ jedna by méla byt
zaloZena na elektronové mikroskopii. Mezi doporu¢ené metody stanoveni velikosti patii

napt. TEM, SEM, DLS nebo AFM [19, s. 15— 17].
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3 NANOCASTICE V KOSMETICE

Vyuziti nanomaterialii v kosmetice neni zadnou novinkou, byly vyuzivany jiz ve starovékém
Egypte. V dnesni dob¢ jsou nanomaterialy v oblasti zajmu kosmetického priimyslu z néko-

lika duvodu:

» jsou schopny penetrovat hloubéji do kiize nez jiné latky,
= n¢které nanoc¢astice maji antioxidacni a antimikrobni vlastnosti,

* maji malé rozméry a specifické optické vlastnosti [20, s. 1407-1414].

Kosmeticky prumysl patii mezi prvni oblasti, které zavedly nanotechnologie do oblasti vy-
voje novych produktt [21, s. 875]. Ocekava se, Zze do roku 2015 dosahne svétovy trh s vy-
robky obsahujicimi nanomaterialy hodnoty 2,6 bilionu americkych dolari. Vliv nanotech-
nologie v kosmetickém priamyslu se rozsifuje diky zlepSenym vlastnostem ¢astic s nanoroz-
meéry, jako jsou barva, transparentnost, rozpustnost, atd. Vyrobci kosmetickych ptipravki
pouzivaji napt. nano-verze standardnich pfisad, které poskytuji lepsi ochranu proti ultrafia-
lovému zareni, hlubsi penetraci ptipravkl do kiiZe, déletrvajici efekt, lepsi barvy, nebo vyssi
kvalitu finalnich vyrobku. Bylo zjisténo, ze témét vSichni vyznamni vyrobci kosmetiky na-
notechnologie ve svych produktech vyuZzivaji. Naptiklad kosmeticky gigant Estée Lauder
vstoupil na trh s nanomaterialy v roce 2006 kosmetickou fadou obsahujici nanomaterial ,,Na-
noParticles. L’Oréal, nejvétsi kosmeticka spole€nost na svété, vénuje piiblizn€ 600 milioni
dolari ro¢né na patenty tykajici se nanocastic [22, s. 186].

Estée Lauder—, 3'5”9'3(.‘3!" —Shiseido

\ " F_—Mon >
Johnson & Johnson——__ '\ / p e _—HKao Corp

Undlever

L' Oréal
Henkal

Procter & Gambéa

Obr. 2. Velikost kosmetickych firem podle poctu patentii vztahujicich se k na-
nomateridalium (rok 2009) [23].
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Nanotechnologie ovliviiuji proces vyroby zejména ve tiech oblastech, kterymi jsou:

e slozeni kosmetickych piipravkd,

e obalové materidly,

e vyrobni zafizeni.
V obalové technice se nanomaterialy vyuzivaji pti antibakterialni ipraveé oball (uplatiiuje se
zde nanostiibro, oxid zine¢naty nebo oxid hofecnaty) nebo jako bariéra proti vzduchu a vlh-
kosti k prodlouzeni trvanlivosti vyrobku (nanojily). Zajimavé je také jejich vyuziti v podobé
radiofrekvencnich identifikaénich stitkd, které umoznuji monitorovani teploty a vlhkosti bé-

hem skladovani a sledovani ptipadnych poSkozeni béhem ptepravy vyrobku.

Ve vyrobnim zatizeni nemusi byt vzdy pro spotiebitele ptitomnost nanotechnologie zfejma,
ale ve vyrobnim procesu nabizi nesporné vyhody. Neptilnavé materialy v zatizenich, snadno
Cistitelné povrchy nebo lepsi energetickd ti€innost jsou jen zlomkem vyhod ziskanych pou-
Zitim nanotechnologii pti vyrobé kosmetickych ptipravka [21, s. 882—-883]. Projekt rozvije-
jicich se nanotechnologii (The Project of Emerging Nanotechnologies — PEN) mél v fijnu
2013 ve sv¢ evidenci produktt spotiebniho zbozi celkem 1628 produktti nebo produktovych
fad obsahujicich nanomateridly. Mezi nejpouzivanéjSimi materidly bylo stiibro (383 pro-
duktt), titan i s oxidem titani¢itym (179 produktit), dale uhlik s fulereny (87 produkti) na-
sledovany kiemikem (52 produktil), zinkem s oxidem zine¢natym (36 produktl) a zlatem

(19 produktt) [24].

Pocet vyrobki s obsahem nanomateriali v letech 2006,
2011 a 2013

250 - m 2006
= 2011
2013

Pocet produktii

A = B

Stiibro Uhlik Titan Kiemik Zinek Zlato

Obr. 3. Pocet vyrobkit obsahujicich konkrétni nanomaterialy [24].
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V kosmetickych ptipravcich mohou byt nanocastice vyuzivany jako aktivni pfisady, vehi-
kula (nanonosice), nebo jako pomocné prisady. Nanocastice jako aktivni pfisady mohou po-
skytovat naptiklad fyzikalni ochranu proti UV zareni. Jako pomocné piisady mohou nano-
¢astice plnit funkci nerozpustného zahust'ovadla nebo zlepsovat optické vlastnosti. Kosme-
tické nanonosice, které samy nemaji zadnou biologickou aktivitu, jsou vyuzivany k ptena-
Seni vitamintl, antioxidantti, chemickych UV filtrQ, antiaknéznich latek do kiize, kde se roz-
pousti nebo rozkladaji, ¢imz dochézi k uvolnéni aktivni latky. Nanonosice poskytuji fadu
vyhod, napf. zlepSeni t€innosti, nizkou toxicitu, lepsi penetraci do kiize, chemickou stabilitu

nebo kontrolu rychlosti doruéeni aktivnich slozek [21, s. 883-884].

3.1 Nekovové nanocastice jako aktivni latky v kosmetickych pripravcich

Pouzivani aktivnich latek ve formé nanocastic ma smysl pouze v ptipadé, ze se tim zlepsi
funkénost kosmetického piipravku (napt. lepsi stabilita v porovnani se stejnym materidlem

s béznymi rozméry) [21, s. 886].

3.1.1 Pripravky pro vylepSeni vzhledu

Jednim ze zéastupcl nanocastic, kterymi lze dosdhnout zkraslujiciho t¢inku, jsou arbutinové
nanocastice. Arbutin je pfirozen¢ se vyskytujici derivat hydrochinonu, ktery mtize inhibovat
melanogenezi ovliviiovanim aktivity enzymu tyrozindzy. Bélici pfipravky obsahujici arbutin
mohou byt vyuzivany ke zmirnéni koZnich problémd, jako jsou stafecké skvrny, naSedla
kize nebo nezadouci pigmentace. V patentu [25, S. 1] popisuje jeho autor, T. Nanbu, ucin-
nost bélicich kosmetickych ptipravki, které obsahuji arbutinové nanocastice o velikosti 10—

150 nm ve vysoké koncentraci (1-15 hm. %) ve form¢ vodné disperze.

3.1.2 Pripravky pro péci o vlasy

Santana et al. ve své praci uvadéji pouziti sericinovych nanocastic v piipravcich vlasové
kosmetiky. Tyto nanocastice byly piipraveny z extraktu sericinového proteinu ziskané¢ho
z kokonli bource moruSového, sitovaného kvaternizovanou guarovou gumou. Sericinové
nanocastice byvaji soucasti Sampont a kondicionéri diky své schopnosti zvySovat lesk

vlast, pusobit proti ztraté objemu vlasi nebo usnadiovat jejich roz¢esavani [26, s. 4-6].
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Obr. 4. Viiv nanocdstic sericinu na povrch viasu: a)

vias bez oSetieni sericinem, b) po oSetreni [27, . 5].

3.1.3 Pripravky pro péci o plet’

Ptipravky pro péci o plet’ obvykle obsahuji antioxidanty, vitaminy, proteiny ¢i dalsi aktivni
latky s ucinky proti starnuti. K dodani téchto latek do kize se vyuZivaji nanonosice. Dalsi
moznosti jak zlepsit biologickou dostupnost téchto latek je jejich pfimé vyuziti ve formé
nanocastic. Piikladem nanocastic s antioxida¢nim, protizanétlivym tc¢inkem nebo tc¢inkem
proti starnuti jsou nanocastice flavonoidu hesperetinu [28, s. 86], [29, s. 183]. Pouziti kos-
metickych ptipravki s ucinky proti starnuti, které obsahuji nanoc¢astice izoflavonu, popsal
ve své praci Beumer [30, s. 2]. Aktivni slozky kosmetickych ptipravki ve formé nanocastic
mohou byt vyuzivany, kromé zlepSeni jejich biologické dostupnosti, také k prodlouzeni sta-

bility finalnich ptipravki [21, s. 888].

3.2 Kovové nanocastice jako soucast kosmetickych pripravki

V této praci se kovovymi nanocasticemi rozumi Cisté kovy nebo jejich slouceniny (oxidy,
hydroxidy, sulfidy, fosfaty, fluoridy nebo chloridy). Kovové nanocastice a nanocastice oxid
kovi patfi mezi nejcastéji pouzivané nanomateridly v kosmetice. Pouzivaji se uslechtilé
kovy (zlato, platina, stfibro) a oxidy titanu, zinku, ceru nebo Zeleza. Nékteré z téchto nano-
¢astic (hlinik nebo oxidy zeleza) se vyuzivaji jako korektory v mastovych zékladech, pro-
toze jsou schopny zachovat transparentnost, zatimco rozptyluji svétlo, ¢imz se vrasky stava;ji
mén¢ viditelnymi. Dalsi (napf. sttibro) se pouzivaji pro své antibakteridlni u¢inky nebo pro
schopnost potlacovat akné. Nanocastice platiny, spole¢né s nanocasticemi stiibra se pouzi-
vaji v krémech k vylepseni vzhledu. Zlaté nanocastice jsou Casto soucasti obli¢ejovych ma-

sek [21, s. 888].
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3.2.1 Pripravky pro vylepSeni vzhledu

Optické vlastnosti, které jsou funkci velikosti kovovych nanocéstic, jsou vyuzivany u riiz-
nych korektori a make-upt. Ha a kol. popisuji kosmetické pigmenty na bazi nanocastic zlata
poskytujici Cervenou nebo modrou barvu, stiibrné nanocastice vykazujici zlutou barvu a
zlato-stiibrné nanocastice s barvou oranzovou. Zlaté (Cervena barva) a stfibrné nanoc¢astice
(zluta barva) byly pfipraveny ve formé nanokuli¢ek. Zlaté nanocastice modré barvy mohou
byt ve formé nanoskotapek, nanoty¢inek, nanokostek nebo nanohranolt. Tyto nanocastice
pak mohou byt souéasti rtének, emulznich zakladi, make-upt, o¢nich stind nebo pudri na
obli¢ej [31, s. 1-3]. Maitra se spolupracovniky ve své praci [32, s. 1-4] uvadéji vodnou
kosmetickou gelovou kompozici, obsahujici fraktalni sit’ nanocastic a prasvitnych makro-
skopickych ¢astic, pouzivanou v ptipravcich o plet nebo v make-upech. Pouziti fraktalnich
nanocastic s jedine¢nymi optickymi vlastnostmi a specifickym povrchem v kombinaci
s anorganickymi ¢asticemi 0 velikosti v rozmezi mikronti optimalizuje opticky rozptyl
svétla, tj. vede k optickému rozostfeni, ¢imz nasledné dojde k vizualnimu potlaceni vrasek,
jemnych linek, pora a dalSich koZznich nedokonalosti. PokoZka tak vypada pfirozené¢ a bez-
chybné. PouZité nanocastice mohou byt anorganického pivodu, zejména z oxidu kiemici-
tého, hlinitého, zirkonicitého, zine¢natého nebo z oxidu ceru. Ptikladem takového systému
je gelova vodna disperze oxidu hlinitého a kiemicitého. Velikost anorganickych nanocastic

byla 50-900 nm s indexem lomu 1,38-2,00.

Kovové nanocastice mohou byt také vyuzivany ke vzniku fotoluminiscenénich ¢i flu-
orescencnich efektid. Kosmetické kompozice pouzivané u make-upi, které obsahuji pig-
menty s fluorescen¢nimi kovovymi nanoc¢asticemi, ve své praci diskutuje Dubertret [33, s.

2]. Barva emitovana nanocCasticemi se mize meénit s velikosti ¢astic. Nanocastice jsou

V tomto piipad¢ zapouzdieny do micel obsahujicich fosfolipid a hydrofilni material.

3.2.2 Pripravky pro péci o vlasy

Pouziti nanocastic oxidu hlinit¢ho, zejména bauxitu, nebo oxidu titanic¢itého v rtiznych pro-
duktech vlasové kosmetiky, které vlasim proptjcuji objem a umoznuji Gpravu bez fixace a
pretéZovani jednotlivych vlas, publikovali Giroudi a kol. [34, s. 2]. Tyto ptipravky jsou
urceny pro vlasovy styling a idrzbu Gcesu. Autofi popisuji formulace obsahujici fixa¢ni po-
lymer s obsahem nanocastic oxidu hlinitého o velikosti mensi nez 200 nm (zejména 5-50
nm) a obsahu nejméné 10 hm. %. Nanocastice na bazi kovil byly také popsany v ptipravcich

zabranujicich masténi vlast a v pfipravcich dodavajicich vlasim lesk [35, s. 2]. Kovové
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nanocastice mohou byt uzite¢né i pii 1écbé vypadavani vlasu. Ptipravky obsahujici stiibrné
nanocastice a extrakty z rostliny Polygonum multiflorum Thunb (rdesno mnohokvété) je
mozno pouzit pro zvySeni rustu vlast nebo pii 1é¢bé onemocnéni alopecia areata, kdy do-
chazi k loziskovému vypadavani vlast. Jednotlivé slozky této kompozice maji synergicky
efekt a uc¢inné podporuji rust vlasii. Velikost stiibrnych nanocastic je v praméru 1-100 nm a

Vv piipravku jsou piitomny v koncentraci od 10 uM do 1 mM [36, s. 1].

3.2.3 Pripravky pro péci o plet’

Zachycovani volnych radikalt kovy a oxidy kovii je uzite¢né pro dosazeni Ui€inkQ zabrafiu-
jicich starnuti pleti. V této souvislosti byly popsany kosmetické ptipravky s nanocasticemi
oxidu ceru, které podporuji zivotnost tkané. O nanocasticich oxidu ceru se tvrdi, ze snizuji
nebo eliminuji poSkozeni bunék zplisobené endogennimi a exogennimi volnymi radikaly.
V kosmetickych piipravcich jsou tyto nanocastice dodavany do kiize pomoci lipozomil
v krémech proti starnuti [37, s. 2—4]. Bylo rovnéZ popsano, Ze k zachycovani superoxidu lze
také vyuzit nanocastice uslechtilych kovi jako zlato nebo platina v poméru 1 : 1 s velikosti

¢astic 0,1-10 nm [38, s. 1].

3.2.4 Pripravky pro péci o ustni dutinu

Fotokatalytické vlastnosti oxidl piechodnych kovi jsou velmi uzite¢né v péci 0 zuby. Byly
popsany pripravky k béleni zubti, které obsahuji fotokatalytické nanocastice oxidu titanici-
tého s uhlikem a oxida¢nim ¢inidlem (peroxid vodiku). Toto sloZeni také zlepSuje ochranu
dutiny Gstni pfed onemocnénim tak, Ze ptsobi proti piitomné mikrobialni flote [21, s. 891].
V péci o chrup se tyto oxidy kovl uplatiiuji nejen diky svym fotokatalytickym vlastnostem,
1ze je také vyuzit k upravé reologickych vlastnosti pfipravki. Brueninghaus a Kropf [39, s.
1-4] popsali tixotropni ¢inidlo v ptipravcich dentalni péce obsahujici nanocastice oxidu pie-
chodnych kovti. Toto ¢inidlo je v klidovém stavu ve formé gelu a pro pouziti se protfepanim
nebo béhem aplikace injeke¢ni stiikackou ptevadi na kapalinu, kterd se okamzité nebo béhem
n¢kolika sekund vraci do své plivodni gelove formy. Ke vzniku tixotropniho efektu vyzaduje
tato formulace pouze malé mnozstvi kovovych nanoc¢éstic. To také umoznuje zaclenéni
Spatné rozpustnych ¢astic. Nedochazi tak k sedimentaci a nevyskytuji se ani problémy se
stabilitou béhem skladovani. Mezi pouzivané kovy patii alkalické kovy, vapnik, hot¢ik, hli-
nik, titan, zirkon nebo zinek. Kovové nanocastice jsou obvykle o velikosti 10 az 50 nm, jsou
modifikovany ¢inidlem upravujicim povrch a obsahuji jednu nebo vice remineralizanich

aktivnich latek, jako jsou ve vodé Spatné rozpustny fosfore¢nan vapenaty nebo fluoridy.
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3.2.5 Deodoranty

Banowski ve své praci [40, s. 1-3] zminuje pouziti nanocastic kovl a oxidu kovt v kosme-
tickych ptipravcich na bazi geli alkalickych mydel. Tyto pfipravky kombinuji deodoracni
vlastnosti se snadnou aplikaci, elegantnim vzhledem (jsou prithledné) a ekonomicky nepfilis
naroénou vyrobou. Castice, které tyto produkty obsahuji, maji pramér 10-50 nm a pouzivaji
se v koncentraci 0,01-10 hm. %. Jedna se ptevazné o oxidy nebo hydraty oxidi manganu,
hliniku nebo zinku, které jsou povrchové modifikovany mono- nebo polykarboxylovymi
(hydroxykarboxylovymi) kyselinami s 2—18 atomy uhliku. Samotny deodorant je vyroben
smichanim oxidu, hydrat oxidd nebo hydroxidid s roztavenym mydlovym gelem, ktery poté

tuhne.

3.2.6 Pripravky s antibakterialnimi u¢inky

Je znamo, Ze kovy a oxidy kovii mohou vykazovat silné antibakterialni u¢inky. K tomuto
ucelu mohou byt vhodné, diky své katalytické aktivite, ionty kovii, napft. stiibra, nebo nano-
¢astice prechodnych kovii. Nanocastice oxida kovl, zejména titanu, zirkonu, kfemiku, hli-
niku nebo cinu, potaZené fosfonaty lze vyuzit jako antimikrobika v pfipravcich osobni hygi-
eny, nebo pro aplikace vyzadujici dlouhodobou povrchovou antimikrobni aktivitu. Tyto na-
nocastice vykazuji antimikrobni u¢inky hlavné vii¢i patogennim grampozitivnim a gramne-
gativnim bakteriim, bakteriim kozni mikroflory jako Corynebacterium xerosis, kvasinkam a
plisnim [41, s. 1-15].

3.2.7 Opalovaci pripravky

Castice oxidd prechodnych kovii (oxidi zinenatého a titani¢itého) jsou schopny absorbovat
UV zafeni a jsou proto Siroce pouzivany jako u¢inné slozky opalovacich ptipravka. U nor-
malnich pigmenti ¢astice oxidu titani€itého o velikosti 150-300 nm a Castice oxidu zinec-
natého s velikosti 200400 nm svétlo odrazeji a rozptyluji, takze se ptipravky jevi jako bilé.
Kdyz vs$ak maji nanocastice velikost 20150 nm (TiO2) a 40—-100 nm (ZnO), UV zafeni je
absorbovano, rozptyleno a do zna¢né miry jsou také propoustény vinové délky viditelného
svétla, takze se opalovaci ptipravky na kazi jevi jako transparentni, coz je €ini esteticky
pfijateln€jsimi. Nanocastice rovnéz poskytuji lepsi ochranu proti UV zafeni ve srovnani s je-
jich protéjsky s mikrorozméry [42, S. 15-16]. Fotokatalytické vlastnosti nanocastic oxidu
zine¢natého a oxidu titani¢ité¢ho jsou vyuzivany v mnoha kosmetickych ptipravcich. Sou-
¢asnymi trendy je dalsi zlepSovani UV ochrany a snizovani jejich potencialni toxicity, cehoz

muze byt dosaZzeno potazenim nanocéstic transparentnim plastém z jiného materialu (napf.
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oxid kfemicity nebo sklo). Foto-pasivované nanocastice oxidu titani¢itého maji snizenou
tendenci tvofit aglomeraty a lze je tak snadno rozptylit v tekutém médiu [43, s. 1]. Jednim
ze zpusobt, jak zvysit u€innost opalovacich ptipravki, je zvyseni plochy povrchu nanocés-
tic. Toho je dosazeno napfi. u nanocastice oxidu titanic¢itého s pravidelnymi mnohosténnymi
nanodutinami, kter¢ jsou izolované od povrchu nanocéstice, a v opalovacich ptipravcich ab-
sorbuji vice UV zéfeni nez obdobné ptipravky bez nanodutin. Tyto dutinky maji pramér 5
az 50 nm a nanocastice jsou ve form¢ nanotycek o velikosti 20 az 150 nm [44, s. 1-2]. Za
ucelem zlepSeni dispergovatelnosti a transparentnosti mohou byt nanocastice potazeny riz-
nymi polymery. Povrchové modifikovany oxid zine¢naty poskytuje dobré UV absorpéni a

disperzni vlastnosti a také vykazuje zlepSenou antimikrobialni aktivitu [45, s. 1].
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4 PENETRACE NANOCASTIC KOZNI BARIEROU

Vzhledem ke stale ¢astéjSimu vyuzivani nanotechnologii v oblasti kosmetiky, farmacie nebo
mediciny je chovani nano¢astic ve vztahu ke kizi, jako k dilezité biologické bariéte, namé-
tem tady studii. Jejich vysledky vSak nejsou jednoznacné, a proto je potencialni schopnost

nanocastic penetrovat do hlubsich vrstev zivych tkani stale predmétem diskuzi [46, s. 39].

4.1 Mozné mechanismy penetrace nanocastic do kiize

Podil jednotlivych faktord ovlivitujicich prinik anorganickych nanocéstic kazi je stale ne-
znamy. Mozné vysvétleni priniku nanocastic kizi by mohlo poskytnout studium stavby a
struktury kize. Ve stratum corneum (SC) jsou mezibunécné lipidy uspotadany do dvojvrs-
tev. Hydrofobni nepolarni fetézce jsou orientovany tak, ze jejich hydrofilni polarni casti
smétuji do vodného prostiedi. Lipofilni péry vzniknou pii takovém usporadani mezibunéc-
nych lipidi, kdy jsou proti sobé umistény hydrofobni fetézce, vodné pory vznikaji pti head
to head! uspoiadani a jsou tedy ohrani¢eny hydrofilnimi oblastmi lipidd. PiestoZe jsou pory
moznou cestou pro prunik hydrofilnich penetracnich ¢inidel, uvadi se, ze pronikéni vody a
polarnich molekul je obecné Spatné. Na zakladé¢ téchto zjiSténi 1ze pochybovat o zavislosti
penetrace anorganickych nanocastic na vodnich porech. Nicménég, uvazujeme-li pouze roz-
méry, pokud jsou latky/¢astice mensi nez pramér lipidové mezibunééné vrstvy nebo prumér
porh, mohou tato ¢inidla proniknout pies SC do hlubsich vrstev kiize. Dokonce 1 vétsi mo-
lekuly mohou prostoupit koznimi adnexy (vlasovymi folikuly nebo potnimi Zlazami), ale

stale pak musi proniknout do ptislusné tkané¢ [47, s. 23-30].

Lee et al. ukazali, ze pii aplikaci nanocastic oxidu zeleza (o pruméru 4,6 —10 nm) na kuzi
S incizi o $ifce 1 um, byly tyto nanoc¢astice pozorovany jak v intercelularnich a intracelulér-
nich prostorech SC a v Zivé ¢asti epidermis v blizkosti fezu, tak také v intracelularnich ob-
lastech zivé epidermis ve vétSich vzdalenostech od incize [48, s. 1066]. Labouta se svym
kolektivem zkoumali vlivy oslabujici bariérovou funkci lidské kiize odstranovanim epider-
malnich lipidt nebo dokonce Gplnym odstranénim SC metodou stripovani jednotlivych vrs-

tev pomoci adhezivni pasky (tape stripping). Zjistili, Ze citratem stabilizované nanocastice

! head to head — lipidova dvojvrstva, slozena ze dvou vrstev lipidii, je usporadana tak, Ze polarni konce
(hlavy) jsou obraceny proti sobé
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zlata o velikosti 15 nm nemohou penetrovat neporusenou lidskou kuzi. Odstranénim epider-
malnich lipid byl naopak prinik testovanych nanoc¢astic umoznén, coz ukazuje, ze interce-
lularni lipidy jsou hlavni prekazkou pii penetraci nano¢astic do kiize. Uplné odstranéni SC
vedlo k 16nasobnému zvySeni penetrace nanocastic do hlubsich vrstev ktize. To tedy indi-
kuje, ze bariérova funkce SC ve vztahu k penetraci nanoc¢astic nezéalezi pouze na intercelu-
larnich lipidech, ale souvisi s celou mikrostrukturou SC a s jeho systémem intercelularnich
vodnich a lipidovych kanalu [49, s. 4991-4998]. Moznym zptisobem kozni penetrace anor-
ganickych nanocastic je také folikuldrni cesta. Nicméné kozni adnexa tvoii jenom malou
¢ast celého kozniho povrchu (kolem 1/1000) [46, s. 49]. Jednou z teorii je, ze chlupy a vla-
sové¢ folikuly se mohou chovat jako pumpa, ktera tlaci nanoc¢astice hloubé&ji do folikulu pfi
pohybu chlupt (in vivo). Pohyby chlupi mohou byt simulovany in vitro masirovanim vyfiz-
nuté kize. Timto zpusobem by mohly nanocastice stiedni velikosti (ptiblizné 400—700 nm)
difundovat hloubéji do vlasovych folikuli nez malé nebo velké ¢astice, takze by modifikaci
velikosti ¢astic bylo umoznéno jejich selektivni zaméfeni [50, s. 47]. MozZnou roli folikularni
cesty v perkutannim zavadéni nanocastic oxidu titani¢itého o velikosti 20 nm studovali
Lekki et al. Pfestoze byly pozorovany ¢astice uvnitt folikulu az v hloubce piiblizné 400 nm,
v okolni zivé tkani nebyla ptitomnost nanocastic zjisténa [51, s. 174]. Celkove Ize tedy fici,
Ze penetrace nanocastic koznimi adnexy neni dostacujici pro zvySeni celkové penetrace.
Kromé toho je pfi studiu mechanismi kozni penetrace anorganickych nanocastic tfeba védét,
zda dochazi k potencialni penetraci nanocastic jen diky tzv. ,,nano* efektu (tj. pasivni pene-

trace), nebo vlivem dalsich faktort [46, s. 49].

4.1.1 Penetrace anorganickych nanocastic lidskou kiZi: rozbor nano efektu

At uZ je penetrace Castic studovana v souvislosti s posuzovanim rizik, nebo pro ucely doda-
vani 1é¢ivych latek, zadkladni znalosti probihajicich mechanismi jsou zasadnim aspektem
porozuméni této problematiky. Nejvyznamnéjsi charakteristickou vlastnosti nanocastic je

jejich velikost. Proto byla pfedmétem fady studii [46, s. 49].

ProtoZe in vivo studie na lidskych dobrovolnicich jsou obtizné proveditelné, za zlaty standard
pro in vitro studie kozni penetrace je povazovana vyiiznuta lidska kiize (zejména pii posu-
zovani dermalnich rizik pro ¢lovéka). Udaje ziskané s vyuzitim vzorki lidské kiize musi byt
peclivé analyzovany tak, aby mohla byt vyhodnocena penetrace nanocastic do kiize v real-
nych situacich [52, s. 1160]. V ¢lanku z roku 2013, jehoz autory jsou Labouta a Schneider,
je zminéno nékolik raznych studii zabyvajicich se pronikdnim anorganickych nanocastic do

lidské kuze. V 10 z téchto studii pfi pouziti lidské ktize in vitro nebyla zjiSténa penetrace
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¢astic do hlubsich vrstev kiize. V dal$ich studiich byla penetrace do kiize pozorovana v di-
sledku osetfeni kiize (tape stripping, s pouzitim chemickych latek za ucelem zlepseni priiniku
¢astic). Ve zbyvajicich studiich nebyla pied nanesenim ani soucasné¢ s aplikaci ptipravkl
obsahujicich nanocastice kiize oSetfena fyzikalnimi ani chemickymi metodami. Nicméné
pokud aplikované nanodisperze obsahuji n¢které pirisady pouzité pii syntéze nanocastic
s moznym vlivem na celistvost kiize, lze jimi penetraci ¢astic podpofit. Jedna se napiiklad
0 nanocastice potazené tetramethylamonium hydroxidem (leptavy ucinek), nebo dokusatem
sodnym (anionicky surfaktant), nebo o nanocastice rozpusténé v absolutnim alkoholu (99%).
Byly také studovany G¢inky formulacnich ptisad jako dodekanthiolu, t-butylamin boranu a
kyseliny thioglykolové (mozné kozni iritanty) nebo lecitinu a cetrimidu (zlepSuji penetraci).
Piestoze pouzitda mnozstvi téchto latek pfimo neumoziuji penetraci nanocastic, lze jejich
ptitomnost zatadit mezi podplrné faktory. Labouta et al. také podrobné¢ zkoumali vliv tolu-
enu, ktery se pouziva jako nosi¢ pro n¢které nanocastice zlata, a zjistili, ze rovnéz ovliviiuje

pronikani nanocastic do kuze.

Je obtizné ukazat na jediny faktor ovlivitujici chovani anorganickych nanocastic pii kontaktu
S kozni bariérou. Jde pravdépodobné o komplexni proces ovlivnény vice proménnymi, které
zahrnuji fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic, slozeni ptipravku a déle vliv prostiedi a

mechanickych faktort [46, s. 49-50].

4.2 Faktory ovliviiujici penetraci nanocastic do kiize

Fyzikalné-chemické vlastnosti nanocastic a povaha dispergacniho €inidla jsou klicovymi
faktory, kterymi se tidi jejich penetrace do kize [46, s. 45]. Prunik nanocastic zlata kuzi
v zavislosti na jejich velikosti ve své praci ukazali Sonavane a kol. (test na krysach). Bylo
popsano, ze nanocastice zlata o velikosti 15 nm pronikaly ktizi 1épe ve srovnani nanocasti-
cemi o velikosti 102 nm a 198 nm [53, s. 1]. Podobny jev, kdy penetrace do kiize zavisi na
velikosti ¢astic, byl pozorovan i pii priniku mensich nanocéstic zlata lidskou kiizi, kde ¢as-
tice o velikosti 6 nm pronikaly do kiize ve vétsi mife nez nanocastice o velikosti 15 nm [49,

5. 4998].

Vliv povrchového naboje tvaru ¢astic na kozni penetraci zkoumali ve své studii Ryman-Ra-
smussen se svymi kolegy. Studovali u¢inek riznych povrchovych modifikaci s riznym po-
vrchovym nabojem (kationtové, aniontové, neutralni) na kozni penetraci dvou typa kvanto-

vych tecek o rtizné velikosti a tvaru — kulovité QD o poloméru 4,6 nm a QD ve tvaru elipso-
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idu o rozmérech 12 nm (hlavni poloosa) a 6 nm (vedlejsi poloosa). Bylo stanoveno, ze sfé-
rické nanocastice pronikaly do epidermis a dermis jiz po 8 hodinach bez ohledu na jejich
povrchovy naboj. Podobné chovani bylo zaznamenano i u kationtovych a neutralnich elip-
soidnich nanocastic. U aniontovych QD bylo pro jejich proniknuti do hlubsich vrstev kiize
potieba 24 hodin [54, s. 159]. Bylo také zjisténo, Ze s penetraci nanocastic zlata lidskou kuzi
souvisi kromé& povrchového naboje také hydrofobicita jejich povrchu. Jak bylo diive zmi-
néno, citratem stabilizované nanocastice zlata o velikosti 15 nm po 24hodinové expozici
nepronikaji lidskou kiizi. Pokud vSak byla provedena povrchové tprava cetrimidem (t;.
vznikl hydrofobni povrch), vysledkem bylo pronikani ¢astic do hlubsich vrstev kuze [49, s.
4993-4998].

Vliv koncentrace nanodisperze a doba expozice na kozni penetraci byla uvedena v jiz néko-
likrat zminéné studii, jejimz hlavnim autorem je Labouta. Ten se svymi spolupracovniky na
ktzi aplikoval nanocastice zlata modifikovaného alkylem ve dvou rtiznych koncentracich
(90 a 437 pg/ml) s expozi¢ni dobou nejprve 0,5 hodiny, dale 2, 6 a 24 hodin. Hloubka pri-

niku ¢astic se zvySovala s rostouci koncentraci a del$i dobou expozice [49, s. 4997-4998].
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5 NANOTOXIKOLOGIE

Nanotoxikologie je obor, ktery vznikl teprve nedavno. Objevil se po prvnim boomu nano-
technologii, kdy byly jiz rizné nanomateridly zavedeny do fady primyslovych procest a
produkt. Mechanismy interakce mezi nanoc¢ésticemi a zivymi systémy dosud nejsou zcela
pochopeny. Slozitost téchto mechanismil souvisi se schopnosti ¢astic vazat se a reagovat
s biologickou hmotou a ménit jeji povrchové vlastnosti v zavislosti na prostredi, ve kterém
se nachazi. V poslednich letech vSak védeckych poznatkli o mechanismech interakce nano-
Castic a bun¢k pribyva. Zda se, ze buiky pfijimaji nanocastice prostiednictvim aktivnich
nebo pasivnich mechanismil uvnitt bunky, které jsou vSak na pochopeni slozitéjsi. Dokonce
i ¢astice stejného materialu mohou vykazovat odlisné chovani v disledku napiiklad malych
rozdilti v povrchovych vlastnostech, naboji nebo velikosti. Tim je posouzeni chovéani nano-
¢astic pri kontaktu s biologickymi systémy slozité a identifikace jejich mozného nebezpeci

neni rovnéz jednoducha [55, s. 130].

5.1 Nanodastice a buiky

Pfi provadeéni in vitro nanotoxikologickych studii musi byt peclivé zvazeno, jaké mnozstvi
nanocastic bude v testu pouZito. To se vztahuje na poc¢atecni koncentraci nanocastic, které
jsou bunky vystaveny, a také na skute¢né mnozstvi nanocastic piijaté jednou buitkou. K dis-
pozici jsou rizné metody méfeni absorpce Castic a jejich intracelularni distribuce [56, S.
1447]. Pouze pochopenim dynamiky a cest ptijmu ¢astic Ize vyvodit zavéry tykajici se na-

notoxikologie.

Mechanismy ptisobici na rozhrani nanomateridlu a biologického objektu mohou byt bud’
chemické, nebo fyzikalni. Chemické mechanismy zahrnuji vznik reaktivnich forem kysliku,
rozpousténi a uvolilovani toxickych iontd, naruseni transportnich ¢innosti bunééné mem-
brany, oxida¢ni poSkozeni prostiednictvim katalyzatora, peroxidaci lipidi nebo zménu po-
vrchovych vlastnosti. Fyzikalni mechanismy jsou pak piedevsim disledkem velikosti ¢astic
a jejich povrchovych vlastnosti. Zahrnuji napt. naruseni membran, membranové ¢innosti,
transportnich procesti a naruSeni konformace, sbalovani nebo agregace proteind. Jak che-
mické, tak fyzikalni interakce vedou v bunice k fad¢ navazujicich procest, které¢ tvofi ,,bio-
logickou odpovéd™. Tyto bunééné¢ odezvy mohou vzniknout pied nebo po piijeti Castice

nebo jako odpovéd’ na mechanismus probihajici pii jejim pfijeti [55, s. 132].
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5.1.1 Interakce bunéénych membran s nanocasticemi

Stabilita membrany mize byt nanocasticemi ovlivnéna bud’ ptimo (napf. fyzické poskozeni)
nebo nepiimo (napi. oxidace), coz miize vést az k odumieni buiiky. Je to pravé schopnost
membrany kontrolovat intracelularni homeostazu prostiednictvim selektivni permeability a
transportnich mechanismd, ktera ji ¢ini zranitelnym cilem pro mozné Skodlivé vlivy nano-
¢astic. Interakce nanocastic s membranou do zna¢né miry zavisi na povrchovych vlastnos-
tech nanocastic. Vyzkum ukazal, Ze rizné nanomateridly mohou poSkodit membrany rtz-

nymi zpusoby, které vedou k naruSeni jeji celistvosti a stability [55, s. 132], [57, s. 3716].

5.1.2 Vliv nanocastic na proteiny a makromolekuly

7o~

Bunéény aparat je slozen z velké Casti z proteint a dalSich makromolekul, které mohou byt
ve formé¢ enzymu (pf. gastrin), signdlnich molekul (pf. hormony) nebo strukturnich proteini
(pt. tubulin). Jejich normdlni fungovani je nezbytné pro vSechny Zivotné dilezité bunééné
¢innosti. Spravna konformace je zasadni pro spravnou funkci bilkoviny a i nepatrné zmény
konformace mohou funkci proteinu zménit nebo dokonce znicit. Nanocastice, které mohou
mit stejnou velikost jako molekuly proteintl, jsou schopny zasahovat do procesti bunécné
signalizace, nebo mohou interagovat s proteiny a tak zpusobit naptiklad zménu konformace
bilkoviny [55, s. 133].

5.2 Vstupni cesty nanocastic do lidského téla

Nanocastice se do lidského téla nejcasteji dostavaji dychacimi cestami, kliZzi nebo poZitim
[58, s. 5]. Po priniku do organismu jsou dale schopny pifemistit se do dalSich organt,
nicméng¢ tento jev byl prokdzan jen ve vyjimecnych piipadech. Hlavni vstupni branou pro na-
nocastice ze vzduchu je dychaci soustava. Dilezitou otazkou je, zda mohou ¢astice prechazet
ze vzduchu pres bariéru v plicich do krve, a tak ziskat pfistup do zbytku téla. T€lo je vyba-
veno obrannymi mechanismy proti pfechodu ¢astic mezi jednotlivymi organy (napf. hle-
nem), ale zda se, Ze nanoc¢astice maji schopnost piemist'ovat se z plic do jater, sleziny, srdce
nebo piipadné do dalsich organt [55, s. 133]. Dalsi moznou expozi¢ni cestou je kiuize. Na-
ptiklad nanocastice oxidu titanicitého, ¢asto pouzivané v opalovacich ptipravcich, mohou
ziskat ptistup do téla prostiednictvim vlasovych folikuld, ran nebo koznich 1ézi [59, s. 150—
151]. Vzhledem k tomu, ze nanocastice jsou stale vice vyuzivany jako potravinaiské pridatné
latky, nebo pii zpracovavani a baleni potravin, existuji obavy, Ze by se mohly dostat pro-

stiednictvim gastrointestindlniho traktu do krevniho ob¢hu. Bylo prokazano, Ze je mozny i



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

pfijem nanocdastic stievem a zda se, ze zavisi na jejich velikosti. Nejvétsi obavou je, ze
jakmile nanocastice jednou vstoupi do téla a krevniho tecisté, ziskaji ptistup k dalSim orgé-
num. Dalsi obavou je bioakumulace nanocastic v organech. Zatim neni jasné, do jaké miry
je télo schopno vylucovat je moci, nebo zda se zbytkové nanocastice skutecné v organech

akumuluji [55, s. 133], [60, s. 821].

5.3 Toxicita vybranych anorganickych nanocastic

V poslednich letech se centrem zdjmu védct stdvaji mozna rizika nanocastic (NP) pro lidské
zdravi, ktera vyplyvaji z expozice v pracovnim prostfedi, po kontaktu se spotfebnimi vy-
robky nebo prostiednictvim znecisténého zivotniho prostredi [61, s. 208]. Jelikoz v praktické
¢asti prace byly nejvice zastoupeny nanocastice stiibra a oxidu titanicitého, je dalsi Cast

prace vénovana pravé jejich toxicité. Navic jsou zminény 1 nanocastice zlata.

5.3.1 Nanocastice stiibra (AgNP)

Jak jiz bylo uvedeno dfive, nanoc¢astice mohou do téla proniknout dychaci soustavou nebo
kazi. Nejbéznéjsim zplisobem plicni expozice nanocasticim stibra je vdechnuti ¢astic vzdu-
chu pfi primyslové vyrobé. Oberdorster a kol. ukédzali na krysach, Ze inhalované nanocéstice
se mohou z pivodniho mista ukladani (napf. plic) pfesouvat do jinych tkani. Vysledky riz-
nych studii naznacuji, Zze chronicka expozice vysokym davkam AgNP muze byt potencialné
Skodliva. Diky platnym smérnicim a omezenim je vSak nadmérné vdechovani ¢astic témeér

nerealné [62, s. 597-599], [63].

Da se tict, Ze z hlediska toxicity patfi stfibro mezi nejvice prozkoumané nanocastice. To
vyplyva ze skute¢nosti, Zze AgNP maji antimikrobialni G¢inky, kterych se vyuziva v mnoha
produktech od obvazli na rany az po obleCeni. Aby vSak bylo mozno vyloucit potencialné
nebezpecné ucinky AgNP na riizné typy bunék v téle, musi byt objasnéna specificnost toxi-
city AgNP vii¢i mikroorganismim. Poziti nebo topickd aplikace stfibra miize vyvolat be-
nigni onemocnéni znamé jako argyrie, kdy vznika Sedomodré zabarveni kiiZe a jater zptiso-
bené ukladanim castic stiibra v téchto tkanich. Byly také provedeny cetné studie zamé&fené
na toxicitu AgNP s vyuzitim riznych bunécnych linii napf. mysich fibroblastl, bunék lid-
ského hepatocelularniho karcinomu nebo karcinomu ktize. Ve vSech piipadech byl pozoro-
van narust tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS) a vznik oxidativniho stresu. Vysledkem
byla buné¢na smrt nebo apoptdza. Stupeii toxicity byl zavisly na koncentraci AgNP a ménil

se s riznymi upravami povrchu. Mechanismus toxicity AgNP neni pfesné znam, ale jako
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pravdépodobné zplisoby se jevi jiz zminéna tvorba ROS a vznik oxidativniho stresu. Jakmile
nadmérnd produkce ROS ptevysuje antioxidacni kapacitu bunky, vznikd oxidacni stres a

nasledné muze dochazet k produkci zanétlivych mediatoru, poSkozeni DNA a apoptdze [62,
s. 5991, [64, s. 122].

5.3.2 Nanocastice zlata (AuNP)

Slouceniny zlata jsou obecné povazovany za bezpecné a v praxi se pouzivaji jiz fadu let
(napf. pfi 1é¢bé revmatoidni artritidy). V makroformé je zlato uslechtily kov, a tedy che-
micky inertni. Dalo by se tedy oc¢ekavat, Ze nanocastice zlata také nebudou vyvolavat zddné
cytotoxické ucinky. Nicmén€ u nanocastic s velmi malymi rozméry (4—5 nm) byla popsana
schopnost potencidlné vyvolat toxicitu prinikem do jaderného prostoru buiiky a naslednou

vazbou na DNA [62, s. 600], [65, s. 117].

5.3.3 Nanocéastice oxidu titani¢itého

Nanocastice oxidu titani¢itého maji nékolik vlastnosti, které je ¢ini oblibenou piisadou ko-
mercnich kosmetickych ptipravkl k ochrané pfed slune¢nim zafenim, tj. blokuji UV zateni
a jsou transparentni. In vitro studie ukazaly, ze toxicita TiO2 ovliviiuje bunééné funkce jako
proliferace, diferenciace, pohyblivost nebo apoptdzu, coz jsou ucinky, které nemohou byt
ovéteny in vivo [66, s. 511-513]. Aby tedy bylo mozno posoudit schopnost TiO> pronikat
ktzi, je tfeba provést studie na lidskych dobrovolnicich. Kuptikladu Bennat a Miiller-Goy-
mann aplikovali na lidskou kiizi TiO2 bud’ ve formé& vodné suspenze nebo O/V emulze a
nasledné hodnotili kozni penetraci. Zjistili, Ze TiO2 lépe pronikal kizi pfi pouziti O/V

vvvvv

pronikani prostfednictvim vlasovych folikuli nebo koznich pori [67, s. 271].
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6 VYBRANE METODY PRO CHARAKTERIZACI NANOCASTIC

Chemické slozeni, struktura, velikost a tvar hraji vyznamnou roli v jedine¢nych vlastnostech,
které popisuji nanocastice a jejich vliv na okolni prostfedi. Obecné jsou nanocastice charak-
terizovany velikosti, tvarem a povrchovym nébojem. Pravé distribuce velikosti castic a jejich
morfologie jsou velmi dilezitymi parametry, kterymi lze nanoc¢astice charakterizovat. Mor-
fologie a velikost se Casto zjist'uji pomoci elektronové mikroskopie. Pro stanoveni velikosti

nanocastic je vhodnou metodou dynamicky rozptyl svétla [1, s. 43], [68, s. 231].

6.1 Mikroskopické metody

Mikroskopické metody patii mezi nej€astéji vyuzivané zpusoby charakterizace nanocastic
[1, s. 43]. Mezi mikroskopické techniky lze zatadit transmisni a skenovaci elektronovou mi-

kroskopii nebo mikroskopii atomarnich sil.

6.1.1 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronova mikroskopie miiZze poskytnout informace o velikosti, distribuci nebo
morfologii nanocastic. Vyhodou méteni velikosti ¢astic pomoci mikroskopie je skutecnost,

ze jednotlivé Castice jsou pfimo pozorovany a méfeny [69, s. 49].

Elektrony urychlované elektrickym polem o napéti 50-220 kV, jejichZ zdrojem je kovova
katoda, vytvaii pfi prichodu vzorkem na fluorescen¢nim stinitku viditelny obraz. Pfi metodé
TEM je cely vzorek prozatovan najednou. Je také tfeba, aby byl vzorek pfiméfené tenky,
jinak by byly elektrony pohlceny vzorkem. Mezi zakladni ¢asti transmisniho elektronového
mikroskopu patii kondenzor, objektiv a projektiv. Kondenzor (obvykle dvoustupnovy) sou-
stted’uje elektrony na pozorovany preparat, jehoz vrstva musi byt tenkd, aby nedoslo k po-
hlceni elektronti. Spolu s elektronovou tryskou tak kondenzor tvoii ozafovaci ¢ast transmis-
niho elektronového mikroskopu. Drzak vzorku, objektiv, projektiv a luminescen¢ni stinitko
pak tvoifi zobrazovaci cast. Objektiv, Casto tvoreny jednou elektromagnetickou cockou,
slouzi k tvorbé obrazu. Jeho faktor zvétSeni je pfiblizné 100. Projektiv tvofeny az ¢tyfmi
elektromagnetickymi ¢ockami je urcen k promitnuti obrazu na stinitko pokryté vrstvou lu-
minoforu (nejcastéji sulfid zine¢naty). Regulaci proudu prochéazejiciho ¢ockami projektivu
1ze ménit vysledné zvétSeni elektronového mikroskopu. Maximalni uzite¢né zvétSeni v TEM
je 10°. Aby nedochéazelo k zeslabovani proudu elektrontl, jsou viechny &asti mikroskopu

ulozeny ve vzduchotésné naddobé¢, ze které byl odcerpan vzduch.
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Obr. 5. Schéma transmisniho elektrono-

vého mikroskopu.

Pro TEM je mozno pfipravit vzorek riznymi zptsoby. Patii sem naptiklad metoda replik,
kdy se povrch vzorku pokryva replikou (Casto roztok celulozy, ktery se necha rozprostiit po
pozorovaném povrchu). Po zaschnuti se replika sejme a pozoruje. Dal$i moZnosti je pfiprava
ultratenkych ezl s vyuzitim zafizeni ultramikrotonu. Vyuziva se i elektrochemické leptani,
kdy je vzorek leptan nebo iontoveé popraSovan. Vzorek Ize také stinovat t€zkymi kovy (napf.
Pd, Pt, U) pro zvyraznéni povrchovych struktur anebo oznacit koloidnim zlatem, ¢ehoZz se
vyuziva k pozorovani bunécénych struktur a tkani. Preparaty je moZzno vytvofit i fyzikalnimi

postupy, napf. kryofixaci [70, s. 4-6], [71, s. 9-37].

6.1.2 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci elektronova mikroskopie umoziuje prozkoumani morfologie vzorku s ptimou vi-
zualizaci. Techniky zaloZzené na skenovaci elektronové mikroskopii nabizeji nékolik vyhod
v analyze morfologie a velikosti ¢astic, nicméné poskytuji pouze omezené informace 0 ve-
likostni distribuci a primérné velikosti ¢astic ve vzorku. Pro charakterizaci nanoc¢astic v dis-
perzi pomoci SEM by méla byt tato disperze nejprve pievedena na suchy prasek, ktery je
nasledné potaZen vodivym kovem pomoci katodového rozprasovani. Vzorek je poté skeno-
van pomoci zaostfeného jemného paprsku elektrond. Charakteristiky povrchu vzorku se ob-
vykle ziskavaji ze sekundarnich elektronti emitovanych z povrchu vzorku. Aby mohly byt
charakterizovany, musi byt nanoc¢astice schopny odolat vakuu. Stiedni velikost Castic zis-

kana pomoci SEM je v fad¢ ptipadl srovnatelnd s vysledky ziskanymi pomoci dynamického
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rozptylu svétla. Mikroskopické techniky jsou ¢asove narocné, nakladné a ¢asto vyzaduji do-

pliujici informace o distribuci velikosti ¢astic [68, s. 231].

6.1.3 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Mikroskopie atomarnich sil nabizi pii méfeni velikosti ¢astic ultravysoké rozliseni a je za-
loZena na skenovani vzorkl na submikronové Grovni za pouziti sondy (velmi ostrého hrotu)
upevnéného na ohebném nosniku. Ptistroj poskytuje topografickou mapu vzorku na zakladé¢
méfeni meziatomarnich sil mezi hrotem sondy a povrchem vzorku. Vzorky jsou obvykle
skenovany v kontaktnim nebo bezkontaktnim rezimu v zavislosti na svych vlastnostech. V
kontaktnim rezimu je topograficka mapa generovana poklepem sondy na povrch vzorku, v
bezkontaktnim rezimu se sonda pohybuje v ur¢ité vzdalenosti nad vodivym povrchem
vzorku, kde ptisobi pfitazlivé sily. Béhem analyzy se sleduji zmény amplitudy oscilaci pii
interakci hrot-povrch. Hlavni vyhodou AFM je schopnost zobrazovat nevodivé vzorky bez
specidlnich Gprav, coz umoziuje analyzu jemnych biologickych a polymernich nano a mi-
krostruktur. AFM poskytuje nejptesnéjsi popis velikosti a distribuce velikosti ¢astic a nevy-
Zaduje Zadné dalSi matematické prepocty pro jejich stanoveni. Velikost ¢astic ziskana po-
moci AFM tedy poskytuje realny obraz nanomateriall, ktery pomaha popsat vliv riznych
biologickych podminek na jejich velikost a morfologii [68, s. 231-232].

6.2 Metody rozptylu svétla

Ke stanoveni velikosti ¢astic 1ze rovnéz vyuZzit metody rozptylu svétla. BéZnou metodou ke
zjisténi distribuce velikosti ¢astic nano a submikronovych kapalnych disperzi je fotonova
korela¢ni spektroskopie (PCS), Casto oznaCovand 1 jako dynamicky rozptyl svétla (DLS).
DLS je metoda zalozena na interakci svétla s Casticemi. Svétlo rozptylené nanocasticemi
V suspenzi se meéni s ¢asem a tyto zmény je mozné vztdhnout k priméru ¢astic. Vyuziva se
k urceni velikosti nanocastic, které v koloidnich suspenzich podléhaji Brownovu pohybu
[68, s. 231], [69, s. 48]. Jelikoz byla metoda DLS pouzita v této praci, je ji vénovana veétsi

pozornost v kapitole 7.

Casto vyuzivanou metodou méteni velikosti ¢astic je také laserova difrakce. Metoda spociva
vV hromadném méfeni ¢astic, ¢imz se ziskava vyslednd hodnota pro cely vzorek. Pii vlastnim
stanoveni Castice kontinualné protékaji métici celou. Na Casticich poté dochazi k difrakci

laserového svazku. Ziskava se tak difrakéni obraz, ktery obsahuje informace o velikosti a
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tvaru ¢astic. Ten se nasledné pfevadi do digitalniho formatu a nakonec je tento format pte-
veden na distribu¢ni a kumulativni kfivku. Protoze touto metodou nelze ziskat pfimy obraz

Castice, byva Casto dopliiovana mikroskopickymi technikami [72, s. 52].
6.3 DalSi metody pro charakterizaci nanocastic

6.3.1 Zeta potencial

Povaha a intenzita povrchového naboje nanocéstice je velmi diilezita, protoze urcuje vza-
jemné interakce s biologickym prostfedim a také elektrostatické interakce s bioaktivnimi
latkami. Pomoci zeta potencialu (elektrokinetického potencialu) nanoc¢astic je hodnocena je-
jich koloidni stabilita. Tento potencial je nepfimym méfitkem povrchového naboje a odpo-
vida rozdilu potenciali mezi objemem kapaliny a tenkou vrstvou protiionti poutanou k po-
vrchu Castice, tedy na rozhrani mezi kompaktni a difuzni ¢asti elektrické dvojvrstvy. Méteni
zeta potencialu umoziuje predpoveédét stabilitu koloidni suspenze béhem skladovani. K za-
jisténi stability a k zamezeni agregace Castic by mélo byt dosazeno vysoké hodnoty zeta
potencialu (bud’ pozitivni, nebo negativni). V literatufe je uvadéno, ze pro zajisténi stability
disperzniho systému by hodnota zeta potencialu méla byt alespon + 30mV. Z hodnot zeta
potencialu lze také ptedpovidat miru hydrofobicity povrchu [68, s. 232].

6.3.2 Metody zaloZené na rentgenovém zareni

Metody zalozené na rentgenovém zafeni jako rentgenova absorpéni spektroskopie (XAS),
rentgenova fluorescence (XRF), rentgenova fotoelektronova spektroskopie (XPS) nebo rent-
genova difrakéni analyza (XRD) mohou poskytovat informace o vlastnostech povrchu a jeho
modifikacich, 0 krystalové struktufe nebo elementarnim sloZeni nanocéstic. Rentgenova
spektroskopie je casto kombinovana se SEM a TEM pro stanoveni elementarniho slozeni a

kvantitativni analyzu [1, s. 44].

6.3.3 Hyperspektralni snimkovani

Hyperspektralni snimkovani funguje tak, Ze Sikmo dopadajici viditelné a blizké infracervené
zafeni je rozptylovano na tmavém poli pozadi. Tato metoda se pouziva ke zkoumani jedi-
necné povrchové chemie a funkénich skupin pfidanych do nanomaterialt. Casto se také vy-

uziva k zobrazovani nanocastic uvniti bunék [1, s. 44].
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7 DYNAMICKY ROZPTYL SVETLA

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), neboli fotonova korelacni spektroskopie ¢i kvazielasticky
rozptyl svétla (QELS), je metoda pouzivana k méieni velikosti ¢astic s velikosti mensi nez
4 — 5 mikrometrti. Tato metoda vyuziva rozptylené svétlo pro méteni rychlosti difiize ¢astic.
Data jsou poté zpracovana a poskytuji distribuci velikosti nanoc¢astic ve vzorku, kde je veli-
kost ¢astice dana Stokesovym nebo hydrodynamickym polomérem. Hydrodynamicka veli-
kost ¢astice zavisi jak na hmotnosti, tak na tvaru (konformaci) ¢astic. Technika DLS je
vhodna pro stanoveni velikosti ¢astic v suspenzich. Lze ji vyuzit pro charakterizaci proteind,
polymerd, micel, nanocastic ¢i koloidnich disperzi nebo emulzi. Mezi vyhody metody patii
vhodny méfici rozsah a potfeba malého mnozstvi vzorku k analyze. Stanoveni je rovnéz
rychlé a neinvazivni, neni také potiebna zadna kalibrace ptistroje [73, s. 1], [74, s. 7-16],

[75, s. 19].

7.1 Princip metody

Zékladem metody je méfeni svétla rozptyleného molekulami vzorku v pritbé¢hu ¢asu. Pomoci
DLS se tedy méfti fluktuace intenzity svétla rozptyleného z laserového zdroje okolo jeji pri-
mérné hodnoty. Jelikoz v roztoku vSechny molekuly difunduji Brownovym pohybem vzhle-
dem k detektoru, dochazi zde interferencim, které mohou byt pozitivni i negativni a jsou
pfic¢inou zmén v intenzité svétla [76, s. 12], [77, s. 431].

Browntiv pohyb je ndhodny pohyb ¢astic v disledku srazek s molekulami rozpoustédla, které
Castice obklopuji [75, s. 19]. S rostouci rychlosti diftize ¢astic roste i zména intenzity svétla,
takZe rychlost téchto zmén piimo zavisi na pohybu molekuly. Difize molekul je ovliviiovana
teplotou, viskozitou rozpoustédla a velikosti molekul. Se zvysujici se teplotou je pohyb mo-
lekul rychlejsi. Naopak se zvySujici se viskozitou rozpoustédla a rostouci velikosti molekul
rychlost pohybu molekul klesa. Rychleji se tedy pohybuji malé ¢astice, a tak fluktuace vy-
volané jejich pohybem rychleji zanikaji [76, s. 12]. Na Obr. 6 je mozno vidét znazornéné

fluktuace velkych a malych castic.
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Obr. 6. Grafické znazornéni fluktuaci
malych a velkych castic [13, s. 4].
Pro popis okamzité hodnoty fluktuace intenzity v ¢ase vzhledem k ¢asu 7 pro monodisperzni
systémy slouzi tzv. autokorelacni funkce g(z), ktera je dana vztahem:

g(1) = exp[-v/zc], @)
kde zc predstavuje relaxaéni Cas, ktery je dan jako doba navratu fluktuace k praimérné hod-
not¢ intenzity rozptyleného svétla. S hodnotou relaxa¢niho Casu tzce souvisi difuzni koefi-
cient D. Jejich vztah je definovan rovnici 2:

7c = 1/DQ? 2)
kde Q je vlnovy vektor. Jeho hodnota je dana vinovou délkou svételného paprsku 4 a thlem
0, pod kterym je intenzita rozptyleného svétla métena. Pro vinovy vektor plati:

Q = (4n/A) sin(0/2) (3)
Velikost ¢astic je pak mozno odvodit z transla¢niho difuzniho koeficientu D s vyuzitim Sto-
kesovy-Einsteinovy rovnice:

d(H) = kT/3znD (@))]
kde d(H) je hydrodynamicky pramér castice, k je Boltzmannova konstanta, T je absolutni
teplota a n predstavuje viskozitu prostredi. Primér ¢astice, ktery se méii pomoci DLS, je
hodnota, ktera se vztahuje k difuzi ¢astic v kapaling, takze je oznaovan jako hydrodyna-
micky primér.

Hydrodynamicky primér je tedy primér koule, ktera ma stejny difuzni koeficient jako mé-
fena Castice. Hydrodynamicky primér Castic, jejichz tvar neni kulovity, je aproximovan prua-
mérem koule se stejnou translacni difuzni rychlosti jako ¢astice. Transla¢ni difuzni koefi-
cient nezavisi pouze na velikosti vlastni Castice, ale také na jakékoli povrchové struktuie,

stejné tak na koncentraci a druhu iontti v médiu [73, s. 1], [77, s. 431].
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Tvar autokorelacni funkce polydisperznich systému je mnohem komplikovangjsi a predsta-
vuje v podstaté kombinaci funkci odpovidajicich jednotlivym druhim ¢astic. Smérem k vét-
Sim Casticim vSak dochazi k jejimu znacnému zkresleni, rozptyl se zvétSuje s velikosti mo-
lekuly [76, s. 12], [77, s. 431].

Presnost méteni pomoci DLS se obvykle kontroluje pomoci vhodného latexového standardu.
Pokud je potieba standard nejprve pred métenim dispergovat, je dalezité k tomuto ucelu
vybrat spravné médium. Podle normy ISO 13321, vztahujici se k metodé DLS, se pro dis-
pergaci jakéhokoli polystyrenového standardu pouzije 10 mM NaCl [73, s. 1].

Dulezitym krokem analyzy je také plnéni a Cisténi kyvety, ve které je umistén vzorek. Pri-
tomné ¢astecky prachu nebo bublinky by totiz mohly piekryt signal zkoumanych ¢Castic, a

tak negativné ovlivnit vysledky stanoveni [76, s. 13].

7.2 Pristroj pro méreni dynamického rozptylu svétla

Ptistroj se obvykle sklada z Sesti hlavnich soucasti. Je zde laser (1) slouzici jako zdroj svétla
Kk ozafeni ¢astic vzorku v kyveté (2). V pfipadé nizkych koncentraci ¢astic prochazi vétsina
laserového paprsku vzorkem, ¢ast je vSak ¢asticemi vzorku rozptylena do v§ech uhli. K mé-
feni rozptyleného svétla slouzi detektor (3). Hodnota intenzity rozptyleného svétla musi byt
Vv ur¢itém rozsahu, aby mohla byt detektorem zaznamenana. Pokud je detektorem zjiSténo
pfilis mnoho svétla, dojde k jeho pretiZzeni. Proto se ke sniZeni intenzity laserového zdroje,
a tim i ke sniZeni intenzity rozptyleného zateni, pouziva zeslabova¢ (4). U vzorkd, které
rozptyluji malo svétla (velmi malé Castice, vzorky o nizké koncentraci), je tfeba mnozstvi
rozptyleného svétla naopak zvysit. V tomto piipadé zeslabova¢ umozni zvétSit mnozstvi
svétla prochazejiciho vzorkem. Ptislu$na poloha zeslabovace je automaticky uréovana soft-
warem. Signal intenzity rozptylu z detektoru prechazi na digitalni signal v korelatoru (5).
Korelator porovnava intenzitu rozptylu svétla v po sob¢ nasledujicich asovych intervalech.
Z korelatoru jsou informace piedavany do pocitace (6), kde jsou analyzovany a vypocitava

se velikost ¢astic. [73, S. 6-7]
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Obr. 7. Schéma pristroje pro méreni DLS [73, S. 6].
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8 CILPRACE

Prvnim cilem diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe se zamétenim na nanoc¢as-
tice, legislativu tykajici se nanoc¢astic v kosmetice a metody vhodné pro jejich charakterizaci,

se zamétfenim na dynamicky rozptyl svétla a transmisni elektronovou mikroskopii.

Cilem praktické casti diplomové prace bylo vyvinout vhodny postup pro charakterizaci na-
nocastic, konkrétné vzorka koloidniho nanostiibra a TiO2, pomoci dynamického rozptylu
svétla. V dalsi Casti prace bylo cilem ovéfit vliv upravy vzorku pred stanovenim na velikost
Castic a vyhodnotit chovani nanocastic stibra po dispergaci v riznych médiich. Tato média
byla vybrana tak, aby simulovala télni tekutiny, coz je krok k pochopeni chovani nanocastic

Vv organizmu.
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1. PRAKTICKA CAST
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9 MATERIALY A METODY

9.1 Analyzované vzorky nanocastic

V experimentalni ¢asti byly zkoumany vzorky anorganickych nanoc¢éstic (zejména stiibra a
oxidu titani¢it¢ho) dodané¢ Oddélenim alternativnich toxikologickych metod Statniho zdra-
votniho ustavu (SZU) v Praze. Cislovani vzorkd bylo zachovano dle SZU. Vzorky s ozna-
¢enim Rulc byly ptipraveny elektrolyzou a jejich vyrobcem je spolecnost Petr Rulc-KC (D¢-
&in, Ceska republika). Pro prehlednost byly vzorky nanostiibra oznageny piislusnym &islem
(viz. Tab. 1 a 2) a symbolem AgNP.

Tab. 1. Komercni vzorky nanostribra studované v experimentdlni cdsti prdce.

Vzorek Oznaceni Obsah stfibra | SloZeni Ag | Datum vyroby
S6 Ag koloidni Rulc 14 ppm 99,99% 10. 12. 2009
S7 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 15. 02. 2013
S8 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 15. 01. 2013
S9 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 10. 03. 2013
S10 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 10. 05. 2013
S11 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 23.05. 2013
S12 Ag koloidni Vintr 40 ppm - -

S13 Ag koloidni Rulc 14 ppm 99,99% 10. 12. 2009
S14 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 15. 02. 2013
S7 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99% 27.01. 2014
Pozn. k S27: pouzita demineralizovana voda Rulc
S8 Ag koloidni Rulc 20 ppm 99,99%, 27.01. 2014
Pozn. k S28: pouzita deionizovanad voda ze SZU, bez michani
529 Ag koloidni Rule 20 ppm 9?,99% 02.2014
Pozn. k 8$29: pouzita deionizovana voda se SZU, klasicka metoda vyroby
S30 Ag Nano-tech Polsko 100 ppm - -
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Tab. 2. Vzorky nanostiibra vyrobené v SZU studované v experimentdlni ¢dsti prace.
S15 Ag 100 ppm A
S16 Ag 100 ppm B
S17 Ag 100 ppm C
S18 Ag 100 ppm D
S19 Ag 100 ppm E
S20 Ag 100 ppm F
Tab. 3. Vzorky obsahujici TiO> studované V experimentalni casti prdce.
Vzo- _ . ,
rek Oznaceni Popis Vyrobce
S1 Sol TiO2 180311/2 28 nm, obsah TiO2 0,8 % Precheza
Nanorutil+kalc s PU . 0
S2 150311/1 126 nm, obsah TiO2 16,4 % Precheza
33 Soltex TiO2 COC, 150 nm, disperze v isopropylmy- _
1143/256 ristatu, obalené silikou, obsah TiO2 37 %
. COC, 150 nm, disperze v isopropylmy- B
S4 Rutil IPM 1149/39 ristatu, obsah TiO2 37 %
S31 | Solaveil CT-10W - Croda
S32 | Solaveil CT-200 - Croda
Eusolex T-AVO
S33 124135 - Merck
S34 | Disperze 141113/1 Disperze Precheza H.0 141113/1 Precheza
S35 | Rutil H20, 1149/90 - -
S36 | Soltex TiO2/H.0 - -
539 Eusolex T-AVO Sarze K2024735 zapracovana do krému Merck
K2024735 Sahara vzorek (S40)
mléko na opalovani SPF 15, se zapraco- _
S40 | Sahara 22199/22236 vanou Sarzi TiO K2024735 (S39)
sa1 Sahara mléko na opalovani SPF 15 s beta karote- B
140307/22236 nem, se zapracovanou jinou Sarzi TiO»
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9.2 Pouzité chemikalie
Disperzni média pouzita ke stanoveni

e Demineralizovana voda,

e Toluen (vyrobce Penta, Ceska republika);

e Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — PBS (vyrobce MatTek IVVSL, Slovensko);
e DMEM bez séra s ATB (vyrobce PAA Laboratories GmbH, Rakousko);

e DMEM s 10 % teleciho séra a ATB (vyrobce, PAA Laboratories GmbH, Rakousko).

Latky pouzité p¥i simulaci chovani nanocastic v gastrointestinalnim traktu

e Simulovana Zalude¢ni tekutina (vyrobce Sigma-Aldrich, Némecko);
e Simulovana stfevni tekutina (vyrobce Sigma-Aldrich, Némecko);

e Pepsin (vyrobce Sigma-Aldrich, Némecko);

e Pankreatin (vyrobce Sigma-Aldrich, Némecko);

e Hydrogenuhli¢itan sodny (vyrobce Sigma-Aldrich, Némecko).

9.3 Pouzité pristroje, zatizeni a pomiicky

e Analyzator velikosti ¢astic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Ltd. Velka
Britanie);
o Digitalni vahy Kern Ew (Kern&Sohn, Némecko);
o Digitalni vahy S1-234 (Denver Instrument);
e Ultrazvukova lazen (SilverCrest, Némecko);
e Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan SIA, Lotyssko);
e Stiikackovy filtr s velikosti pord 0,22 um (Millipore, Velka Britanie);
e pH metr inoLab pH7110 (WTW, Némecko);
e Transmisni elektronovy mikroskop Philips Morgagni 286 (FEI, USA);
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
o Rozsah méteni 2-20 pL;
o Rozsah méteni 100-1000 pL;
e Polystyrenové kyvety 0 objemu 4 mL (Sarstedt, Némecko);
e Kyveta pro méfeni zeta potencialu (typ DTS1070);
e Laboratorni sklo (kddinky, odmérné baiiky);

e Laboratorni plasty (Spicky pro automatické pipety, stfikacky).
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9.4 Metodika

9.4.1 Priprava vzorkua nanostribra

Do kyvety byl pomoci automatické pipety nadavkovan 1 mL nefedéného vzorku. Kyveta
byla zakryta vickem pro zajisténi teplotni stability a vloZena do pfistroje. Jelikoz Castice
nanokovi mohou pii skladovani aglomerovat, byly testovany nasledujici postupy homoge-

nizace vzorku:

a) manualni protiepanti,
b) homogenizace na tfepacce Vortex po dobu 1 minuty,
c) filtrace pres 0,22 pum filtr,

d) sonikace v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut.

9.4.2 Priprava vzorku koloidniho stfibra pro stanoveni velikosti ¢astic v riiznych

disperznich médiich

Vzorky koloidniho stiibra byly pfed méfenim homogenizovany sonikaci v ultrazvukové
lazni. Doba homogenizace ¢inila 30 minut. Divodem této Upravy byla skute¢nost, Ze neso-
nikované vzorky byly systémem kontroly kvality, ktery je zabudovan v pfistroji Zetasizer,
vyhodnoceny jako nevhodné pro méteni. Méteni velikosti ¢astic sonikovanych vzorkt pak

bylo provedeno nékolika postupy:

a) do kyvety byl pomoci automatické pipety nadavkovan 1 mL vzorku nefedéného ko-
loidniho roztoku,

b) do kyvety byl nadavkovan vzorek a demineralizovana voda v poméru 1 : 1,

¢) do kyvety byl nadavkovan vzorek a PBS v poméru 1 : 1,

d) do kyvety byl nadavkovan vzorek a DMEM bez séra s ATB v pomérul : 1,

e) do kyvety byl nadavkovan vzorek a DMEM s 10 % teleciho séra v poméru 1 : 1.

Postupem a) byly charakterizovany vSechny vzorky, postupy b), c), d), e) byly pouZity pfi

meéfeni vybranych vzorkd.

9.4.3 Priprava vzorku koloidniho stfibra pro méreni v simulovanych gastrickych te-

Kkutinach.

Ke stanoveni byl pouzit vzorek koloidniho stiibra ¢. 29 (AgNP S29), ktery byl nejprve ho-
mogenizovan sonikaci v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Dale bylo pfipraveno Sest

vzorku, jejichz slozeni je uvedeno v Tab. 4.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

51

Tab. 4. Slozeni roztokii pro simulaci kapalin gastrointestindlniho traktu.

Roztok ¢. Slozeni roztoku Mnozstvi slozky
. Simulovana zalude¢ni stava (SGF) o pH 1,2 4 mL
AgNP S29 8 mL
SGFopH1,2 4 mL
2 AgNP S29 8 mL
Pepsin 0,0385¢g
SGFopH1,2 4 mL
3 AgNP S29 8 mL
5% NaHCOs3 (zvyseni pH na 6,8) 1,45 mL
SGFopH1,2 4 mL
4 AgNP S29 8 mL
Pepsin 0,0384 g
5% NaHCOs3 (zvyseni pH na 6,8) 2mL
c Simulovana stfevni tekutina (SIF) o pH 6,8 4 mL
AgNP S29 8 mL
Simulovana stfevni tekutina (SIF) o pH 6,8 4 mL
6 AgNP S29 8 mL
Pankreatin 0,1206 g

Poté byl pomoci automatické pipety do kyvety nadavkovan 1 mL pfFipraveného roztoku. Ky-

veta byla zakryta vickem pro zajiSténi teplotni stability a vlozena do pfistroje.

9.4.4 Priprava vzorku UV filtri s obsahem TiO2

Vzorky byly pro analyzu pfipraveny tak, ze bylo navdzeno pfiblizn€ 0,05 g vzorku a toto

mnozstvi bylo suspendovano v 5 mL demineralizované vody. Suspenze byla homogenizo-

vana sonikaci v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut.

Do kyvety byl pomoci automatické pipety nadavkovan 1 mL dvakrat prefiltrované demine-

ralizované vody (stiikackovy filtr Milipore 0,22 um), do které bylo ptidano 5 pL pfipravené

suspenze. Kyveta byla zakryta vickem pro zajisténi teplotni stability a vloZena do pfistroje.

Pro vzorky S3, S4 a S32 byl disperznim médiem misto demineralizované vody toluen.
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9.4.5 Stanoveni velikosti nanoéastic metodou DLS

Velikost ¢astic ve studovanych vzorcich byla stanovena dynamickym rozptylem svétla na
pristroji Zetasizer Nano ZS90 pii teploté 25 °C a rozptylovém thlu 90°. Pro méteni velikosti
¢astic byly zvoleny, v zévislosti na charakteru vzorku, vyse popsané postupy. Pfistroj byl
nastaven tak, aby v ramci jednoho méfeni probéhly téi métici cykly. Vysledky byly vyjad-
feny ve formé ,,z-priméru” velikosti ¢astic, coz je intenzitné vazeny primér velikosti v§ech

¢astic pritomnych v analyzovaném vzorku.

9.45.1 Kontrola méieni (opakovatelnost)

Pro kontrolu spravnosti méfeni bylo provedeno stanoveni opakovatelnosti méteni. Méfeni
bylo provedeno s vzorkem AgNP S29 tak, Ze nejprve byl vzorek 30 minut sonikovan a poté
byl do kyvety nadavkovan 1 mL vzorku. Po ukonceni prvniho méteni byl vzorek pfeveden

do cisté kyvety a opét zméfen. Celkem bylo provedeno 6 méteni.

9.4.6 Stanoveni zeta potencialu.

Zeta potencial byl u vybranych vzorkd nanocastic stanoven na pfistroji Zetasizer Nano ZS.
Pro méfeni byla pouZita specialni kyveta (typ DTS1070). Vzorek byl nejprve homogenizo-
van sonikaci v ultrazvukové 1azni po dobu 30 minut. Po ukonéeni homogenizace byla kyveta

pomoci injekéni stiikacky naplnéna vzorkem a vlozena do pfistroje.

9.4.7 Priprava vzorku pro TEM

Vzorky nanoc¢astic stfibra byly nejprve pred méfenim manualné protfepany. Pro vlastni TEM

analyzu byly vzorky pfipraveny nasledujicimi zpUsoby:

a) méfeni nefedéného vzorku AgNP,

b) AgNP byly smichany s PBS v poméru 1 : 1.

c) AgNP byly smichany s DMEM bez séra v poméru 1 : 1,

d) AgNP byly smichany s DMEM s 10 % telecim sérem vV poméru 1 : 1,

9.4.8 Transmisni elektronova mikroskopie

Vzorky nano¢astic stiibra byly rovnéz charakterizovany pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu Philips Morgagni 286. Formvar/uhlikem potazené médéné miizky o praméru

400 mesh byly po dobu 20 minut ponofeny do kazdého ze vzorkti AgNP. VVzorky pak byly



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

po vyschnuti analyzovany TEM pii zvétseni 52 000X. Tvar a velikost AgNP byly zazname-
nany pomoci elektronové mikrofotogratie pomoci bo¢ni CCD kamery MegaView II (Olym-

pus, Némecko). Prumér ¢astic byl stanoven obrazovou analyzou (Olympus, Némecko).

Pfiprava vzorki i samotné stanoveni TEM bylo provedeno ve Statnim zdravotnim tstavu.
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

10.1 Vliv upravy vzorku na velikost nanocastic stribra

Pro kontrolu spravnosti méfeni byla testovana opakovatelnost stanoveni velikosti ¢astic
u vzorku AgNP S29. Celkem bylo provedeno Sest méieni za sebou. Z tabulky je ziejmé, Ze

velikost nanocastic se béhem stanoveni vyznamné neménila, ¢imz byla potvrzena spravnost

meéfeni piistroje Zetasizer Nano ZS90.

Tab. 5. Vysledky opakovatelnosti méreni.

Méieni Z-prumér [nm] PDI
I 73,5 0,51

] 68,9 0,64

I 73,3 0,54
v 76,2 0,53
VvV 74,8 0,53
VI 76,3 0,55
X 73,9 0,55
SD 2,7 0,05

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

Intensity (Percent)
(=]
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Obr. 8. Distribucni kiivky AQNP ziskané pri stanoveni opakovatelnosti merent.
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Béhem skladovani miize dochézet k agregaci ¢astic, proto je dilezité zjistit, jaky vliv maji
mozné upravy vzorku na velikost ¢astic. Nejprve byla stanovena velikost sttibrnych nano-
¢astic ve vzorcich bez dalsich uprav. V dalSich krocich byly vzorky upraveny filtraci ptes
stiikackovy filtr Millipore s velikosti port 0,22 um, homogenizaci na tiepacce vortex (1 min)

a sonikaci (30 min). Vysledky téchto analyz jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6. Viiv upravy vzorku pred mérenim na velikost koloidnich nanocastic. Obsah Ag:
AgNP S7-S10 20 ppm, AgNP S6 14 ppm.

\Vzo- Bez uprav Filtrace Vortex Sonikace
A;eNkP Z"E;fr‘r]“i‘ér PDI Z"E;‘;‘n“]‘ér PDI Z"E;‘;‘n“]‘ér PDI Z'IE;‘;‘n“]‘ér PDI
S6 x 14,1 0,97 28,0 0,65 14,9 0,98 42,0 0,68
SD 0,1 0,09 52 0,06 0,0 0,01 6,9 0,21
S7x 131,2 0,43 101,6 0,24| 1111 |0,35| 1158 |044
SD 35 0,25 2,2 0,00 12,5 0,1 - -
S9x 73,1 0,25 52,1 0,21 59,8 052| 1359 |0,32
SD 4,3 0,04 - - 0,44 0,00 - -
S10x 198,5 0,42 116,9 0,24 | 2604 |046| 1286 |0,37

Pozn.: SD — smerodatna odchylka

Z Tab. 6 je ziejmé, Ze hodnoty velikosti ¢astic jednoho vzorku stanovené metodou DLS poté,
co byl vzorek homogenizovan/upraven riiznym zptisobem, nejsou identické. Na zaklade vy-
sledkt bylo rozhodnuto, ze nebude pouZita Gprava filtraci, jelikoz by mohlo dojit k odstra-
néni pfitomnych aglomeratl, coz by vedlo ke zkresleni informaci o velikosti ¢astic v testo-

vanych vzorcich. Z vysledki bylo zjisténo, Ze sonikace je nejvhodné;jsi ipravou vzorku pied

métenim. Déle tedy byly vzorky métfeny bez tprav a pievazné po upraveé sonikact.

10.2 Stanoveni velikosti ¢astic nhanostribra

Dle informaci ze SZU je sloZeni vzorktt AGNP S7-11 a S14 (Ag koloidni Rulc 20 ppm)
obdobné, ptesto se jejich velikost znacné 1isi. Jak bylo zjisténo, nejvhodnéjsi ipravou vzorka
pfed métfenim je sonikace, proto budou porovnany hodnoty z-priméru ziskané po homoge-

nizaci sonikaci. Z Tab. 6 a 7 Ize vidét, ze nejvétsi velikost ¢astic 233,0 nm byla zjisténa
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u vzorku AgNP S8. Naopak nejmensi velikost stiibrnych ¢astic 116,3+1,0 nm byla stanovena
u vzorku AgNP S12. U vétsiny vzorkl v této sérii byla distribuce ¢astic bimodalni, pouze
vzorek AgNP S11 vykazoval distribuci monomodalni. Koloid AgNP S10 s multimodalni
distribuci navic obsahoval velké ¢astice (fadové um), které byly mimo rozsah méieni pou-
zitého pfistroje (max. 6 um). Vzorky AgNP S6 a S13, opét obdobného sloZeni (obsah Ag 14
ppm), se svou velikosti a distribuci ¢astic také lisily. U AgNP S6 byla stanovena velikost
¢astic 42,0+6,9 nm a multimodalni distribuce, primérna velikost ¢astic AgNP S13 pak byla

76,4 nm=0,3 nm s bimodalni distribuci.

Tab. 7. Namerené hodnoty velikosti castic koloidniho stiibra Rulc. Obsah Ag: AgNP S8-S12,
514 20 ppm, AgNP S13 14 ppm.

Vzorek z-prumér [nm] PDI

AgNP x SD x SD
S8 233,0 - 0,47 —
S11 198,0 2,6 0,35 0,00
S12 116,3 1,0 0,27 0,01
S13 76,4 0,3 0,48 0,01
S14 117,3 2,6 0,27 0,01

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

Dalsi sada vzorkl obsahovala AgNP S15-S20. Na rozdil od ostatnich stanovovanych nano-
Gastic stiibra, byly tyto vzorky vyrobeny v SZU. Opét byly stanoveny hodnoty velikosti &as-
tic, které byly pro jednotlivé vzorky rozdilné. Nejvétsi velikost 136,2+ 6,5 nm byla zjisténa
u AgNP S15 a nejmensi 10,4+0,1 nm u AgNP S19. M¢éteni ukazalo na pfitomnost vice po-
pulaci ¢astic, z nichz jedna je piedstavovana velmi malymi ¢asticemi. Tyto vzorky vSak ne-
byly homogenni a vnitini kontrola kvality pfistroje vzdy oznamila, ze kvalita stanoveni je
nizka a méfeni je ruSeno piitomnosti velkych, sedimentujicich ¢astic. Z této informace lze
udinit zavér, Ze proces piipravy stiibrnych nano&astic pouzivany na SZU neni zcela opti-
malni na to, aby poskytoval homogenni, reprodukovatelné Sarze AgNP. To bylo potvrzeno
o tfi tydny pozdéji vizualnim pozorovanim, kdy byla ve v§ech téchto vzorcich zaznamenéana

pfitomnost sedimentu svédc¢ici o aglomeraci a nasledné sedimentaci koloidnich nanocastic.
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Tab. 8. Hodnoty velikosti castic A pro vzorky pripravené na SZU (AgNP S15-AgNP S20).

Vzorek z-pramér [nm] PDI

AgNP x SD x SD
S15 136,2 6,5 0,29 0,05
S16 51,6 - 0,22 -
S17 13,8 0,3 1,00 0,01
S18 10,7 0,2 0,83 0,01
S19 10,4 0,1 0,78 0,01
S20 11,6 0,1 0,82 0,01

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

Pomoci DLS byly déle charakterizovany vzorky koloidniho stiibra AgNP S27-S29, pied-
zmén v procesu vyroby na velikost AgNP. Byly pouzity riizné typy vody (voda ze SZU nebo

Z bézné vyroby) a byl rovnéz ovéten vliv michani na velikost koloidnich nanocastic.

Ptestoze byly vzorky AgNP S27-S29 obdobného sloZeni, odliSovaly se velikosti Castic 1
distribuci v zavislosti na zptsobu jejich ptipravy. Nejvétsi velikost Castic stiibra 295,1+33,1
nm (monomodalni distribuce) byla naméfena u vzorku AgNP S27, kde byla pouzita demi-
neralizovana voda. Velikost ¢astic AgNP S28, ktery byl vyroben modifikovanym postupem
bez michani, byla 137,8£22,1 nm (multimodalni distribuce) a nejmensi velikost ¢astic
48,0+1,4 nm s bimodalni distribuci byla stanovena u vzorku AgNP S29 vyrobeného klasic-
kou metodou s deionizovanou vodou dodanou vyrobci ze SZU. Z tohoto souhrnu je ziejmé,

ze ptiprava koloidnich nanocastic stiibra je velmi citlivd na zmény v postupu vyroby.

Tab. 9. Ziskané hodnoty velikosti castic pro vzorky AgNP §27 — S30. Obsah Ag 20 ppm.

Vzorek AgNP Z-primér [nm] PDI
276,4 0,526

S27
313,8 0,488
x 295,1 0,51
SD 33,1 0,03
125,3 0,512

S28
150,2 0,461
x 137,8 0,49
SD 22,1 0,05
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Tab. 9. Ziskané hodnoty velikosti castic pro vzorky AgNP S27 — S30 (pokracovani).

49,66 0,481
S29 47,01 0,521
47,39 0,521
x 48,0 0,51
SD 1,4 0,02
530 93,93 0,217
79,51 0,236
x 86,7 0,45
SD 12,8 0,02

Pozn.: SD — smeérodatna odchylka

10.3 Stabilita AgNP

Vybrané vzorky byly méfeny opakované v pribéhu ¢asu s cilem zjistit, jak se méni velikost
¢astic behem skladovani. Vzorky byly uchovavany pii 4 °C ve tmé. Nejvice studovanym
vzorkem v tomto sméru byl vzorek AgNP S29. Jak Ize vidét z Tab. 10 a Obr. 9, béhem
jednoho roku od prvniho méfeni se velikost ¢astic pfili§ neménila, jeji hodnota lezela stale v
blizkosti 50 nm. Po 52 tydnech vSak doslo ke zméné a velikost ¢astic vzrostla na hodnotu
68,5+1,7 nm a po dalSich dvou tydnech na 90,7+ 1,5 nm. Tyto vysledky naznacuji, Ze doba

exspirace takovych to vzorkli by neméla ptesahovat jeden rok.

Tab. 10. Dlouhodoba stabilita vzorku AgNP S29 skladovaného pri 4 °C.

Doba skladovani [tyden] Z-prumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 48,0 1,4 0,51 0,02
1 50,8 4,6 0,45 0,16
28 47,4 1,3 0,53 0,01
52 68,5 1,7 0,52 0,06
54 90,7 15 0,43 0,01

Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Obr. 9. Grafické zndzornéni stability castic vzorku AgNP S29 béhem skladovani.

Kromé vyse popsaného vzorku AgNP S29 byla sledovana i stabilita dalSich koloidi. Vzorky

AgNP S9 a AgNP S14 nevykazovaly po 40 tydnech skladovani vyznamnou zménu ve veli-

kosti nanoc¢astic. Zména byla naopak pozorovana u AgNP S12, kdy doslo k poklesu z-pri-

méru z pocate¢ni hodnoty 116,3+1,0 nm na hodnotu 79,9+1,1 nm, a u AgNP S13, kdy se

puvodni velikost ¢astic 76,4+0,4 nm zmensila na 46,5+7,3 nm. U obou téchto koloidi zaro-

ven doslo ke zméné v Sifce distribuce, coZ rovnéZ svédci o probihajicich zménach.

Tab. 11. Stabilita vybranych vzorkii behem skladovani (po 40 tydnech).

\Vzo- Pocatecni méreni Po 40 tydnech

rek o 0y

AGNP Z"E;‘r‘n“i‘er [rs]r[;] PDI | SD Z'p[‘r']‘r‘n“]‘er [ﬁr?ﬂ PDI | SD
s9 135,9 — Joz| - 140,2 237 10,37 0,06
s12 116,3 10 027001 79.9 11 | 046006
s13 76,4 04 |048]001 46,5 73 |093]012
S14 117,3 26 |027]001] 1142 19 029003

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

Po kratsi dobu (28 tydnt) byla testovana rovnéz stabilita vzorkit AgNP S27, AgNP S28 a

AgNP S30. Zména velikosti ¢astic byla zaznamenana u vzorku AgNP S27, kdy se poc¢atecni

hodnota z-priméru 295,1,8+33,1 nm zmensila na hodnotu 239,748,2 nm. U vzorku AgNP
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S28 doslo k nardstu ptivodni velikosti 137,8422,1 nm na hodnotu 166,6+2,8 nm. Ve vzorku
AgNP S30 doslo ke zmenseni velikosti ¢astic z hodnoty 86,7+12,8 nm na hodnotu 78,3+4,0

nm.

Tab. 12. Stabilita vybranych vzorkit behem skladovani (28 tydnit).

\/z0- Pocatecni méreni Po 28 tydnech
rek oy o
Z-prumér SD Z-prumér SD
AgNP [nm] [nm] PDI | SD [nm] [nm] PDI | SD
S27 295,1 33,1 |0,551/0,03 239,7 8,2 0,51 (0,03
S28 137,8 22,1 (0,49 0,05 166,6 2,8 0,43 | 0,04
S30 86,7 12,8 0,23 0,02 78,3 4,0 0,51 | 0,02

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

10.4 Chovani AgNP ve fyziologickych tekutinich

Dalsi ¢ast prace se soustiedila na studium nanocastic stiibra v PBS, DMEM bez séra a
DMEM se sérem. Tyto analyzy byly provedeny s cilem zjistit, jak se AgNP chovaji v teku-
tinach, které napodobuji podminky in vivo. Vysledky takové prace pak mohou pomoci od-
hadnout chovani nano¢astic v organismu, a tim pfispét k posouzeni jejich toxicity. Uvedené
tekutiny jsou rovnéz pouzivany pii in vitro testech biokompatibility, napt. pti stanoveni cy-
totoxicity, kdy jsou vzorky témito médii fedény na pozadovanou koncentraci a aplikovany

na bunky.

Pro méfeni byl vzdy vzorek AgNP pfipraven zfedénim jednou z testovanych kapalin v po-
méru 1:1. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze v rdmci analyzy kazdého vzorku probéhly 3 po sobé
nasledujici méftici cykly, byl pozorovan zajimavy efekt. V priabéhu tohoto kratkého intervalu
(konkrétné se jednalo o vzorek AgNP S29), velikost ¢astic postupné rostla. To je patrné
z vysledka v Tab. 13, kde je uvedeno, ze béhem jednoho méfeni (tj. 3 méfici cykly, cca 10
min), byl pozorovan rust velikosti ¢astic. Z tohoto diivodu bylo chovani vzorku AgNP S29

ve vSech jmenovanych médiich studovéano v del$sim casovém intervalu.
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Tab. 13. Velikost castic vzorku AgNP S29 ve studovanych fyziologickych tekutindch.

Podminky méreni/fFedéni Z-priumér [nm] PDI
46,3 0,54

AgNP:H,0 (1:1) 46,6 0,53

48,5 0,53

121,7 0,36

AgNP:PBS (1:1) 160,4 0,25
201,8 0,25

176,4 0,34

AgNP:DMEM bez séra (1:1) 2245 0,32
264,5 0,34

1441 0,45

AgNP:DMEM se sérem (1:1) 148,9 0,46
152,6 0,48

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

10.4.1 PBS

Nejprve byla provedena studie chovani nanocastic stiibra u AgNP29 v PBS. Jak je vidét
z Tab. 14, po ziedéni vzorku koloidniho stfibra PBS v poméru 1:1 hodnota z-priméru veli-
kosti ¢astic postupné rostla. Zatimco ihned po smichani byl naméfen z-primér 108,7+29,7
nm, po ukonceni testu, tedy po 180 minutach vzrostla jeho hodnota na 859,3+34,6 nm. To

svédci o Casove zavislé aglomeraci AgNP v disledku pfitomnych soli.

Tématem chovani nanocastic V roztocich soli se zabyvali Oprsal a kol., kteti studovali aglo-
meraci stiibrnych nanocastic v souvislosti s ekotoxicitou na vodnich organismech [78, s.
386-388]. Ve své praci pouzili Médium 203, pfipravené podle smérnice OECD 203, které
obsahovalo 2 mM CaClz, 0,5 mM MgSOs, 0,77 mM NaHCOz a 0,075 mM KCI. Zmény
velikosti ¢astic nanosttibra v Médiu 203 byly sledovany pro dvé razné koncentrace AgNP
(10 a 100 uM). Métenim velikosti ¢astic autofi zjistili, Ze piivodni velikost nanocastic stfibra
se pohybovala v blizkosti hodnoty 40 nm. U obou zkoumanych koncentraci AgNP dochéazelo
k aglomeraci a velikost Castic se zvétsovala. Dale bylo zjisténo, ze proces aglomerace pro-
bihal rychleji u koloidnich roztokt s vyssi koncentraci stéibrnych ¢astic. I u méné koncen-
trovaného roztoku vSak doslo k piekroceni hranice 100 nm a autoti predpokladaji, ze vétSina

pfitomného Ag tak ztratila vlastnosti nanomaterialu.
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Dalsi prace, ktera se rovnéz vénuje chovani AgNP v environmentélné relevantnich podmin-
kach je publikace Cumberland a kol., [79, s. 9099], ktera popisuje vztah mezi iontovou silou
zivného média, piitomnosti huminovych kyselin, mocenstvim solvatujicich iontt a rychlosti

aglomerace. Obecné v§ak této problematice nebyla V literatuie vénovana velka pozornost.

Tab. 14. Velikost castic AgNP S29 v PBS v pribehu 180 min.

Cas od smichéni [min] Z-prumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 108,7 29,7 0,41 | 0,03
2 159,4 31,1 0,41 | 0,03
5 200,1 25,2 0,45 | 0,03
10 238,0 29,5 0,40 | 0,06
20 358,1 51 0,33 | 0,03
30 370,8 62,0 0,38 | 0,04
60 479,5 21,5 0,49 | 0,08
90 658,2 37,6 0,60 | 0,05

120 768,6 44,2 0,59 | 0,13
180 859,3 34,6 0,62 | 0,08

Pozn.: SD — smerodatna odchylka
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Obr. 10. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v PBS na case.
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Zména ve velikosti ¢astic a jejich distribuci je ilustrovana i na Obr. 11, kde jsou uvedeny
distribucni ktivky pro AgNP S29 v PBS v ¢asech 0 min, 5 min, 20 min, 60 min a 180 min
od smichani AgNP s timto médiem. Z obrazku je vidét, ze velikost ¢astic S prodluzujicim se
Casem neustale roste a kiivky se posouvaji k vétsim velikostem castic. Je také zajimavé, ze
populace mensich c¢astic, viditelna v Kratsich casech po smichani AgQNP s PBS, postupné
mizi a naopak se objevuje populace vétsich ¢astic s velikosti za hranici detekéniho limitu

pouzitého pfistroje.
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Obr. 11. Zmény distribuce velikosti ¢astic AQNP S29 v PBS v case (Cervena — 0 min, zelend

— 5 min, modra — 20 min, ¢ernd — 60 min, rizova — 180 min).

10.4.2 DMEM bez séra

V dalsi casti studie bylo zkoumano chovani ¢astic vzorku AgNP S29 v médiu DMEM bez
séra s ATB. Opét bylo pouzito fedéni vzorku s médiem v poméru 1:1. Stejné jako pti metfeni
v PBS byl i v tomto ptipadé zaznamenan rist velikosti ¢astic v ¢ase. V porovnani s PBS byl
ale tento nartist o néco pozvolngjsi, po 180 minutach od smichani obou komponent byla
zjisténa pramérna velikost ¢astic 726,1+£127,0 nm (Tab. 15, Obr. 12). Krom¢ z-praméru ve-
likosti ¢astic se i vV tomto ptipadé méni tvar distribu¢nich kiivek. Kiivky se posouvaji smé-
rem k vét§im velikostem a piivodn€ monomodalni distribuce ¢astic zaznamenana u Cerstvého
vzorku se béhem testu meéni na bimodalni. Je patrny rovnéz nariist mnozstvi nejveétsich castic
v mikronové oblasti, které jsou vSak detekovany jen ¢astecné, protoze lezi na hranici detek¢-

niho limitu pfistroje (Obr. 13).
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Tab. 15. Velikost castic AgNP S29 v DMEM bez séra Vv priubéhu 180 min.
Cas od smichani [min] Z-priumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 148,5 16,2 0,51 | 0,04
2 169,7 24,8 0,52 | 0,06
5 147,2 11,0 0,58 | 0,02
10 173,8 20,9 0,55 | 0,01
20 360,5 11,8 0,62 | 0,10
30 327,5 8,8 0,63 | 0,08
60 520,9 34,3 0,83 | 0,15
90 555,3 25,3 0,90 | 0,08
120 652,1 18,7 0,95 | 0,04
180 726,1 127,0 0,85 | 0,04
Pozn.: SD — smeérodatna odchylka
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Obr. 12. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v DMEM bez séra na case.
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Obr. 13. Zmeny distribuce velikosti castic AQNP S29 v DMEM bez séra v case (Cervend — 0

min, zelend — 5 min, modra — 20 min, ¢ernda — 60 min, riizova — 120 min).

Proces aglomerace, zaznamenany u disperzi AgNP ziedénych v PBS a DMEM, ktery vede
k rustu velikosti ¢astic, je vyvolan zvySenim iontové sily v disperzi. Tuto formu nestability
disperze lze vysvétlit pomoci teorie DLVO (Derjagin-Landau-Verwey-Overbeek) [80, s.
525-526]. Ta je zaloZena na predpokladu, ze pro zachovani stability je nutna mirna pievaha
odpudivych elektrickych sil nad silami pfitazlivymi. U disperzi nanocastic by tedy méla na-
stat rovnovaha mezi pfitazlivymi Van der Walsovymi silami a odpudivymi elektrickymi si-
lami. Aglomeraci AgNP je tedy mozno vysvétlit tim, ze rist iontové sily potlacuje odpudivé
sily a tim se snizuje tloustka difizni vrstvy okolo kazdé z Castic. V disledku toho se mohou

Castice priblizit dostate¢né blizko a zacit agregovat.

10.4.3 DMEM s 10% telecim sérem

Poslednim studovanym piipadem bylo chovani ¢astic vzorku AgNP S29 v médiu DMEM
s 10% telecim sérem. Postup testu byl stejny jako v piedchozich dvou piipadech, ziskané
vysledky vsak byly odlisné. Nejvétsi narist velikosti ¢astic byl pozorovan po 5 minutach od
smichani AgNP s DMEM obsahujicim sérum, kdy byl zjistén z-prameér 169,1+2,9 nm. Od
této doby se jiz velikost nanocastic pfilis nemeénila a po 180 minutach byla namérena velikost
Castic 178,1+2,8 nm (Tab. 16, Obr. 14). Divodem této skute¢nosti je zfejmé pritomnost séra
v DMEM. Zatimco Vv pfitomnosti DMEM slozeného z aminokyselin, glukézy jako zdroje
energie, vitamint a soli je chovani stfibrnych nanocastic podobné jako v PBS, ptitomnost

séra/proteinu ma stabilizujici efekt a rist ¢astic neni tak markantni. Z TEM (¢ast 10.6 prace)
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je zfejmé, ze se V tomto piipadé mohou tvofit komplexy AgNP s proteiny, coz vede k lepsi

odolnosti nanocastic vici aglomeraci.

Tab. 16. Velikost castic AgNP S29 v DMEM se sérem V priibéhu 180 min.

Cas od smichani [min] Z-priumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 112,8 3,1 0,53 | 0,01
2 122,0 3,8 0,54 | 0,03
5 161,9 2,9 0,40 | 0,03
10 167,1 1,8 0,40 | 0,01
20 164,2 10,7 0,36 | 0,08
30 169,5 3,8 0,37 | 0,03
60 167,1 1,8 0,35 | 0,05
90 178,3 59 0,34 | 0,04
120 176,9 18,7 0,35 | 0,06
180 178,1 2,8 0,37 | 0,02
Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Obr. 14. Zavislost velikosti castic AQNP S29 v DMEM se sérem na case.
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Obr. 15. Zmeny distribuce velikosti ¢astic AQNP S29 v DMEM se sérem v case (Cervend — 0

min, modra — 5 min, zelend — 20 min, ¢ernda — 60 min, riizova — 120 min).

10.5 Chovani AgNP v simulovanych gastrickych tekutinach

Kromé chovani nanocastic stiibra ve fyziologickych tekutinach byly vzorky AgNP zkou-
many také v simulovanych gastrickych tekutinach (SGF). Celkem bylo pfipraveno 6 vzorkt
a obdobné jako v predchozich studiich, byly sledovany zmény velikosti ¢astic po jejich smi-
chani s jednou ze SGF. Test byl proveden na vzorku AgNP S29, velikost jehoZ ¢astic byla

oveétena bezprostiedné pred testem, a ¢inila 57,1+£1,7 nm.

10.5.1 SGF (pH 1,2)

Prvnim vzorkem testu byly AgNP v simulované zalude¢ni tekutiné o pH 1,2. Stejné jako
u fyziologickych tekutin, byl 1 v tomto pfipad¢ sledovan rist velikosti ¢astic béhem celé
doby stanoveni. Z poc¢ate¢ni hodnoty zaznamenané po smichani SGF s AgNP S29, ktera
¢inila 241,4+20,0 nm, vzrostla po 180 minutach velikost ¢astic az na hodnotu
907,2+104,0 nm (Tab. 17, Obr. 16).
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Tab. 17. Velikost castic AgNP S29 v SGF o pH 1,2 v pribehu 180 min.

Cas [min] Z-priumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 241,4 20,0 0,19 0,03
20 341,9 7,0 0,28 0,05
40 454.6 14,4 0,40 0,01
60 541,7 18,5 0,48 0,01
80 599,4 12,4 0,52 0,04
100 642,4 42,5 0,59 0,04
120 710,3 28,8 0,63 0,07
180 907,2 104,0 0,78 0,07
Pozn.: SD — smeérodatna odchylka
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Obr. 16. Zmeny ve velikosti cdastic (z-prumér) AgNP S29 v SGF o pH 1,2 v case.
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Obr. 17. Zmény distribuce velikosti ¢astic AQNP S29 v SGF (pH 1,2) v case (cervend — 0

min, zelend — 40 min, modrd — 60 min, ¢ernd — 120 min).

Studiem chovani nanocastic v SGF se zabyva prace, jejimiz autory jsou Jones a kol. Misto
AgNP zde byly zkoumany nanocastice TiOz, ziskané vysledky ov§em byly obdobné. Stejné
jako v piipadé AgNP, i u nanocastic TiO2 byla pozorovana jejich aglomerace [81, s. 1-3].
Autoti studovali aglomeraci ¢astic o velikostech 15 nm, 100 nm a ¢astic mensich nez 5 um
prostfednictvim diskové centrifugy a TEM. Metoda TEM jednoznacné potvrdila aglomeraci
¢astic u vSech zkoumanych formulaci. Z diskové centrifugy bylo zji§téno, Ze u vSech pouzi-
tych formulaci dochazelo k rozSitovani velikostni distribuce. U formulace s nejmenSimi ¢as-
ticemi (15 nm) analyza hmotnosti ¢astic ukézala, ze dvé tfetiny z celkové hmoty jsou tvofeny
casticemi o velikosti pfiblizné 500 nm a zbyvajici tfetinu predstavuji Castice o velikosti

mensi nez 50 nm.

10.5.2 SGF (pH 1,2) s pepsinem

Soucasti druhého vzorku byl kromé& SGF 1 travici enzym pepsin. Zména slozeni roztoku, ve
kterém byly AgNP dispergovany, méla vliv jiz na pocate¢ni hodnotu z-priméru velikosti
¢astic. Velikost ¢astic po smichani byla 361,6+2,0 nm. Stejné jako v pfedchozim ptipadé
doslo k aglomeraci ¢astic, ovSem nartst velikosti byl oproti systému bez pepsinu znatelné
pozvolnéjsi. Po 180 minutach dosahla velikost ¢astic hodnoty 569,6+6,6 nm (Tab. 18,
Obr. 18).
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Tab. 18. Velikost castic AgNP 29 v SGF s pepsinem (pH = 1,2) v priibéhu 180 min.

Cas [min] Z-priumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 361,6 23,0 0,30 0,05
20 438,8 3,1 0,26 0,02
40 465,0 5,2 0,29 0,07
60 500,6 18,1 0,28 0,03
80 501,3 15,4 0,33 0,04
100 512,8 12,9 0,29 0,03
120 543,0 7,2 0,27 0,01
180 569,6 6,6 0,34 0,02
Pozn.: SD — smeérodatna odchylka
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Obr. 18. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v SGF s pepsinem (pH = 1,2) na case.
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Obr. 19. Casové zmény distribuce velikosti castic AQNP S29 v SGF s pepsinem (pH = 1,2),

(Cervend — 0 min, zelend — 40 min, modrd — 120 min).

10.5.3 SGF (uprava pH na 6,8)

U tietiho vzorku obsahujiciho SGF a AgNP S29 bylo pomoci NaHCO3 upraveno pH na

hodnotu 6,8. Tato tiprava méla jasny vliv na chovani ¢astic. V ptipad¢ vzorki bez upravy

pH byla hodnota z-priméru velikosti ¢astic ihned po smichani 241,4+20,0 nm. Systém s

upravenym pH pak obsahoval AgNP s velikosti 181,7+1,5 nm, ktera béhem 180 minut

vzrostla na 228,7+1,5 nm. V porovnani s hodnotami ziskanymi pro AgQNP v SGF o pH 1,2

byl tedy narust velikosti ¢astic, béhem sledované doby velmi maly (Tab. 19, Obr. 20).

Tab. 19. Velikost cdastic AgNP S29 v SGF po upravé na pH 6,8 v priibéhu 180 min.

Cas [min] Z-prumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 181,7 1,5 0,23 0,02

20 185,9 2,1 0,19 0,02

40 193,8 2,1 0,18 0,02

60 190,4 3,4 0,23 0,03

80 190,9 1,2 0,25 0,02
100 203,0 2,6 0,21 0,02
120 210,8 2,5 0,20 0,01
180 228,7 1,5 0,25 0,02

Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Obr. 20. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v SGF po uprave na pH 6,8 na case.
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Obr. 21. Zmény distribuce velikosti castic AQNP S29 v SGF po upravé na pH 6,8 V case

(Cervend — 0 min, zelend — 40 min, modra — 60 min, cernd — 120 min).

10.5.4 SGF s pepsinem (uprava pH na 6,8)

V potadi ¢tvrtym vzorkem byl roztok SGF s pepsinem a AgNP S29, jehoZ pH bylo pomoci

NaHCOz3 rovnéz upraveno na hodnotu 6,8. | v tomto ptipadé se uprava pH projevila na veli-

kosti ¢astic. Po sledovany ¢as 180 minut se primérna hodnota velikosti ¢astic pohybovala v

rozmezi 63 az 85 nm. V porovnani s ostatnimi sledovanymi systémy se nanocastice v tomto

vzorku chovaly odlisn¢ a vyrazna aglomerace zde nebyla pozorovana. Po 120 minutach se

velikost ¢astic dokonce mirné snizila (Tab. 20, Obr. 22).
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Tab. 20. Velikost castic AgNP 29 v SGF s pepsinem (pH 6,8) v pritbéhu 180 min.
Cas [min] Z-priumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 84,6 0,4 0,22 0,01
20 82,9 9,8 0,39 0,15
40 80,6 9,4 0,21 0,18
60 78,2 7,6 0,23 0,14
80 79,0 8,0 0,23 0,14
100 80,3 8,8 0,23 0,14
120 62,6 0,3 0,49 0,03
180 64,7 1,2 0,46 0,01
Pozn.: SD — smeérodatna odchylka
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Obr. 22. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v SGF s pepsinem (pH 6,8) na case.
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Obr. 23. Zmena distribuce velikosti ¢astic AQNP S29 v SGF s pepsinem (pH 6,8) v case

(Cervend — 0 min, zelend — 40 min, modra — 60 min, cernd — 120 min).

10.5.5 SIF (pH 6,8)

Dalsi studovanou gastrickou tekutinou byla simulovana stifevni tekutina (SIF) s pH 6,8. Rov-
néz v tomto piipadé nebyla pozorovéana aglomerace Castic. Béhem prvni hodiny méteni se
prumérna velikost ¢astic stale pohybovala v blizkosti hodnoty 70 nm. Po 120 minutach se
velikost Castic zvétsila na 91,3+0,2 nm a po 180 minutdch dosdhla hodnoty 108,14+3,4 nm
(Tab. 21, Obr. 24).

Tab. 21. Velikost castic AgNP S29 v SIF v pritbehu 180 min.

Cas [min] z-pramér [nm] SD [nm] PDI SD
0 74,5 6,1 0,34 0,11

20 69,3 11 0,49 0,01

40 70,2 0,8 0,45 0,01

60 69,7 18 0,53 0,10
100 89,4 19 0,23 0,01
120 91,3 0,2 0,24 0,01
180 108,1 34 0,27 0,02

Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Obr. 24. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v SIF (pH 6,8) na case.
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Obr. 25. Zmena distribuce velikosti ¢astic AQNP S29 v SIF (pH 6,8) v ¢ase (cervena — 0 min,

zelend — 40 min, modra — 60 min, cernd — 120 min).

10.5.6 SIF (pH 6,8) s pankreatinem

Poslednim studovanym systémem byl roztok SIF s pankreatinem a AgNP S29. Ptiprava to-

hoto vzorku byla komplikovana skute¢nosti, ze pfitomny pankreatin nebylo mozno tplné

rozpustit, coz nadsledn¢ ovlivnilo vlastni analyzu. V méfeném roztoku byly viditelné sraze-

niny, které postupem ¢asu sedimentovaly a znemoznily méfeni. Stanoveni bylo proto ukon-

¢eno jiz po 60 minutach. Vzhledem k popsané situaci neni tento vzorek vhodny pro charak-

terizaci pomoci DLS.
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Tab. 22. Velikost castic AgNP 29 v SIF s pankreatinem v priibéhu 60 min.
Cas [min] Z-priumér [nm] SD [nm] PDI SD
0 560,7 1,6 0,42 0,02
20 549,5 15,4 0,45 0,06
40 556,1 4,0 0,45 0,03
60 528,9 5,4 0,42 0,03
Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Obr. 26. Zavislost velikosti ¢astic AQNP S29 v SIF s pankreatinem na case.
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Obr. 27. Distribuce velikosti castic AQNP S29 v SIF s pankreatinem behem 60 min (Cervena

— 0 min, zelend — 20 min, modrd — 40 min, c¢ernd — 60 min).
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Obr. 28. Porovnani velikosti ¢astic AQNP S29 v simulovanych gastrickych tekutinach po
180 min.

Srovnani velikosti nanocastic stanovenych ve studovanych gastrickych tekutinach je uve-
deno na Obr. 28. Z tohoto souhrnu je mozné usuzovat, Ze chovani stiibrnych nanocastic a
jejich aglomerace jsou vyznamné ovlivnény sloZzenim média. Vzorek 1 byl slozen z SGF o
pH 1,2 a AgNP S29, vzorek 2 navic obsahoval pepsin. Slozeni vzorkt 3 a 4 bylo obdobné
jako vzorku 1 a 2, ale bylo zde upraveno pH pomoci NaHCO3 na hodnotu 6,8. Vzorek 5 pak
obsahoval SIF o pH 6,8 a AgNP S29, a vzorek 6 navic jesté pankreatin. Jak je vidét z Obr. 28,
na chovani AgNP S29 v gastrickych tekutinach ma rozhodujici vliv hodnota pH. Zatimco
v systémech, kde pH lezelo v silné kyselé oblasti (pH = 1,2), se velikost ¢astic béhem ¢asu
neustale zvySovala, uprava pH na hodnotu 6,8 rtst velikosti ¢astic znaéné omezi. Uprava pH

smérem do neutralni oblasti ma tedy stabilizujici u¢inek, ktery potlacuje aglomeraci AgNP.

10.6 TEM

Mikroskopické obrazky z TEM dopliuji informace ziskané meéfenim rozptylu svétla.
Snimky vzorkd S9, S11 a S29 ukazuji individualni AgNP s velikosti v hano oblasti (Obr. 29,
30a31). Napt. velikost AGNP S29 lezi v rozmezi 6,5 az 23,0 nm. Na obrazcich neni viditelna
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pfitomnost vétsich Castic, ¢i aglomeratt. Pokud je vSak vzorek nanocéstic S29 smichan
s PBS, je na Obr. 32, v souladu s vysledky z rozptylovych méteni, patrna jejich aglomerace.
Podobné je i chovani AgNP po smichani s DMEM, i zde jsou viditelné aglomeraty s velikosti
nad 270 nm (Obr. 33). Na Obr. 34, tedy AgNP S29 v DMEM se sérem, lze pak pozorovat
tvorbu komplextit AgNP s proteinem.

I kdyz rozptyl svétla a mikroskopie poskytuji velikosti ¢astic, které nejsou tiplné shodné, je
ziejmé, ze ob¢ metody informuji o zmeénach ve vzorcich obdobnym zptisobem. Vysledky
rovnéZ ukazuji, Ze velikosti ¢astic métené DLS jsou ve srovnani s vysledky ziskanymi TEM
veétsi. Vyplyva to z teoretického zakladu metody rozptylu, ktera méfi z-stiedni prameér va-
zeny pres intenzitu svétla rozptyleného ¢asticemi. V souladu s tim jsou distribuce velikosti
stanovené DLS distribucemi intenzity. Vzhledem k tomu, intenzita rozptyleného svétla je
umérna Sesté mocniné pruméru castic (D6), tato technika nadhodnocuje vétsi ¢astice pii-

tomné ve vzorku vV poméru K ¢asticim malym.
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Obr. 29. TEM snimek vzorku AgNP S9.
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Obr. 30. TEM snimek vzorku AgNP S11.
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Obr. 31. TEM snimek vzorku AgNP S29.
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Obr. 32. TEM snimek vzorku AgNP S29 v PBS.
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Obr. 33. TEM snimek vzorku AgNP S29 v DMEM.
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Obr. 34. TEM snimek vzorku AgNP S29 v DMEM se sérem.

10.7 Stanoveni velikosti ¢astic ve vzorcich obsahujicich TiO>

Kosmetické ptipravky jsou komplexni systémy, které kromé aktivni sloZky (napf. nanoc¢as-
tic) obsahuji i dalsi ptisady, jako jsou latky lipoidni povahy, polymery ¢i povrchové aktivni
latky, které jsou schopny tvofit micely detekovatelné pomoci DLS. Svoji roli hraje 1 fakt, ze
kosmetické piipravky jsou obvykle formulovany jako emulze, at’ uz typu voda v oleji €i olej
ve vode. Obé tyto skutecnosti (tvorba micel i emulzni charakter pfipravki) komplikuji mé-
feni velikosti nanocastic v kosmetickych piipravcich. Divodem je skute¢nost, ze DLS sta-
novi velikost ¢astic v celém systému (tedy i velikost micel surfaktantd, pfipadné emulznich
kapek) a je problematické oddélit signal nanoc¢astic a ostatnich slozek. Piesto bylo v ramci
diplomové¢ prace testovano stanoveni velikosti nanocastic v pfipravcich emulzniho charak-
teru i stanoveni velikosti ¢astic TiOz, jako ¢asto vyuzivané aktivni slozky v prostiedcich na

slunéni.

Vzorky zahrnuté v Tab. 23 byly pfipraveny pro pouziti jak v hydrofilnich tak i v hydrofob-
nich ptipravcich. V zavislosti na jejich charakteru byla tedy stanovovana velikost ¢astic TiO2

po dispergaci bud’ ve vod¢ anebo v toluenu.

Stanoveni velikosti ¢astic TiO2 ve vzorcich je podstatné z hlediska znalosti, zda se vyrobce

musi Fidit vybranymi ¢astmi Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009
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0 kosmetickych ptipravcich, které stanovuji pozadavky na ptipravky s obsahem nanomate-
rialt. V souladu s timto Nafizenim se rozméry nanomaterialu pohybuji v rozmezi 1-100 nm.
Podle definice (2011/696/EU) pak 50 % nebo vice ¢astic materialu musi mit jeden nebo vice
vnéjSich rozmért ve velikostnim rozmezi 1 az 100 nm. Do této kategorie tedy podle ziska-
nych vysledkt spada pouze vzorek Sol TiO2 (Obr. 35, 36, a 37). Pii jeho vyuzivani v kos-
metice se tedy musi vyrobce fidit podminkami vySe zminéného nafizeni a pro piipravek

zpracovat potiebnou dokumentaci.

Tab. 23. Velikost ¢dstic v dalsich vzorcich s obsahem TiO».

Vzorek TiO2 ]?1ilsél()ieiflzr:1ﬁ Z"Errfr‘n“]‘ér [r‘c]’r[;] PDI | SD
Solaveil CT-10W voda 123,5 1,8 [0,21|0,02
Solaveil CT-200 toluen 119,8 1,3 10,21|0,01
Soltex TiO2/H20 voda 231,3 2,5 10,24 0,02
Soltex TiO2 1143/256 toluen 341,8 0,1 /0,60 0,10
Sol TiO,180311/2 voda 31,8 - 041 -
Rutil IPM 1149/39 toluen 135,9 0,9 (0,16 | 0,01
Rutil H,O 1149/90 voda 237,9 2,1 10,10 | 0,04
Nanorutil+kalc s PU 150311/1 voda 233,5 2,1 10,19 0,05
Disperze 141113/1 voda 153,6 15 |0,16|0,01
Pozn.: SD — smerodatna odchylka
Size Distribution by htensity
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Obr. 35. Distribucni krivky vzorkii TiO» Solaveil CT-10W (cervena) a Solaveil CT-200 (ze-

lena).
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Obr. 36. Distribucni krivky vzorkit TiO2 Soltex TiO2 180311/2 (modra), Soltex TiO2 1143/256
(zelend) a Sol TiO»180311/2 (Cervenda).
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Obr. 37. Distribucni krivky vzorki TiOz Rutil IPM 1149/39 (¢ervend), Rutil H,O 1149/90
(¢erna), Nanorutil 150311/1 (zelend) a Disperze 141113/1 (modra).

Jednim z dil¢ich cilt diplomové prace bylo zjistit, zda je mozno vysledovat konkrétni Sarzi
TiO2 ve vzorku opalovaciho mléka. Jedna se o mléko na opalovani SAHARA S.
22199/22236, do kterého byla zapracovana sarze TiO2 Eusolex T-AVO (K2024735). Ve
druhém vzorku opalovaciho mléka SAHARA 8. 140307/22236 byla zapracovana jina Sarze
TiO2 a zajimavé bylo srovnani obou vzorkd. Jak plyne z Tab. 24, konkrétni Sarzi TiO2 nelze
v daném vzorku jasn¢ identifikovat. Zatimco stanovena velikost ¢astic TiO2 u Eusolex

T-AVO, §. K2024735 byla 307+7 nm, z-pramér velikosti ¢astic u vzorku SAHARA .



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

84

22199/22236 byl 371£3 nm. Je tedy zfejmé, ze velikosti Castic i distribuce sledovanych

vzorku jsou obdobné (Obr. 38).

Tab. 24. Velikost castic ve vzorcich TiO2 Eusolex a mlék na opalovani SAHARA po disper-

gaci ve vode.

Vzorek Sarze TiO: Z"Errfr‘n“]‘ér [ir[;] PDI | SD
TiO2 Eusolex T-AVO, 124135 - 333 6 0,35 0,03
TiO2 Eusolex T-AVO, K2024735 - 307 7 0,19 | 0,03
SAHARA 22199/22236 K2024735 371 3 0,38 | 0,03
SAHARA 140307/22236 neuvedena 396 7 10,47|0,03

Pozn.: SD — smeérodatna odchylka
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Obr. 38. Srovnani distribucnich kiivek vzorku SAHARA $. 22199/22236 (cervend) a vzorku
Eusolex T-AVO, 5. K2024735 (zelend).

10.8 Stanoveni zeta potencialu

Kromé velikosti ¢astic byl u vybranych vzorkli AgNP stanoven také zeta potencial, jehoz

hodnota vypovida o stabilité sledovanych disperzi. V ptfipad¢, Ze nano€astice maji velky

zaporny (nebo i kladny) zeta potencial, budou se navzajem odpuzovat, coz zabrani aglome-

raci. Pokud jsou vSak hodnoty zeta potencialu nizké, aglomerace nastane. Za hrani¢ni hod-

noty zeta potencialu stabilni/nestabilni disperze se povazuje +30 mV nebo -30 mV.
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Jak je vidét z Tab. 25, ve vSech piipadech byla hodnota zeta potencidlu -30 mV a nizsi.
Vzorky nanocastic tedy vykazovaly zeta potencial, ktery by mél zarucit jejich koloidni sta-
bilitu. V praxi, v§ak bylo prokazano (viz ¢ast. 10.3), Ze dlouhodoba stabilita vzorki ma sva

omezeni.

Tab. 25. Vysledky stanoveni zeta potencidlu.

Vzorek AgNP Zeta potencial [mV] SD [mV]
S6 -33,4 0,3
S9 -32,1 0,4
S11 -30,2 1,8
S28 -42,3 0,3
S29 -44,2 1,2

Pozn.: SD — smeérodatna odchylka
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ZAVER
Ukolem diplomové prace bylo stanovit velikost anorganickych nano¢astic pomoci metody

dynamického rozptylu svétla s vyuzitim pfistroje Zetasizer Nano ZS90. Vysledky ziskané

pfi vypracovavani diplomové préce 1ze rozdélit na nékolik ¢asti.

V prvni ¢asti prace byla stanovena velikost stiibrnych nanoc¢éstic v zavislosti na jejich iprave
pired méfenim. Po nalezeni optimalniho postupu pfipravy, kterym se ukazala byt sonikace,
byla charakterizovadna série komercnich AgNP. Bylo zjiSténo, ze vzorky o stejném slozeni
se 1isi co do velikosti i distribuce nanocastic a ze velikost ¢astic je ovlivnéna i procesem
jejich pfipravy.

U vybranych vzorku byla také zjistovana jejich dlouhodoba stabilita v case. V tomto sméru
byl nejvice studovanym vzorkem AgNP S29, u kterého analyzy prokazaly jeho stabilitu po
dobu jednoho roku. Béhem tohoto ¢asového intervalu se velikost jeho ¢astic vyznamné ne-
meénila. Po roce skladovani pak doslo k rastu velikosti stiibrnych ¢astic. Z téchto vysledki

lze uéinit zavér, Ze doba exspirace by u AgNP nem¢éla piekrocit jeden rok.

V ramci diplomové prace bylo také provedeno méfeni velikosti AgNP ve fyziologickych
tekutinach (PBS, DMEM a DMEM s telecim sérem). Bylo zjisténo, ze jak v PBS tak i
v DMEM dochazi k aglomeraci AgNP, a tim k nartstu jejich velikosti. V piipadé zfedéni
AgNP DMEM s obsahem séra k aglomeraci dochazelo rovnéz, nicméné nebyla tak vyrazna
jako v ptedchozich dvou pfipadech. Zda se, Ze pfitomnost séra ma na AgNP stabilizujici
efekt a dochazi k tvorbé komplexu protein-nanocastice. Vysledky ziskané z DLS pak byly
také potvrzeny TEM analyzou.

V dalsi casti prace bylo studovano chovani stfibrnych nanocastic v simulovanych gastric-
kych tekutinach. Bylo zjiSténo, Ze dilezitou roli zde hraje hodnota pH simulované gastrické
tekutiny. Zatimco pii pH 1,2 (vzorek obsahujici SGF a SGF s pepsinem) byl pozorovan
zna¢ny rust velikosti AgNP, tpravou pH gastrickych tekutin na hodnotu 6,8 byl tento rist

znatelné omezen.

Krom¢ nanocastic stiibra byly pomoci DLS také charakterizovany ¢astice oxidu titani¢itého.
Tyto nanocastice byvaji Castou soucasti kosmetickych pripravki, a proto je jejich velikost
dilezita, zejména z pohledu bezpecénosti a splnéni legislativnich pozadavkid. Pokud jsou ¢as-
tice mens$i nez 100 nm, vztahuji se na n€ ¢asti Nafizeni Evropského parlamentu a rady
1223/20009, tykajici se nanocastic. Ze zkoumanych vzorkl se pozadavky Nafizeni tykaji

pouze vzorku Sol TiOg, s ¢asticemi o velikost 32 nm. Ostatni vzorky TiO, obsahovaly ¢astice



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

veétsi, néz 100 nm. Prace se rovnéz pokusila odpovédét na otazku, zda se nanoc¢astice obsa-
zené v Sarzi TiO2 Eusolex T-AVO (K2024735), zapracované ve vzorku opalovaciho mléka
SAHARA (22199/22236), projevi na tvaru distribu¢ni kiivky disperze ptipravené z tohoto
opalovaciho ptipravku. Ze ziskanych vysledki vSak bylo zjisténo, ze konkrétni Sarzi TiO-
neni mozno v ptipravku jasn¢ identifikovat, protoze kosmeticky ptipravek je komplexni sys-

tém obsahujici fadu slozek, které ¢ini toto stanoveni pomoci DLS obtiznym.

I ptes velké mnozstvi studii a vyzkumnych praci zabyvajicich se problematikou nanocastic,
nejsou informace o jejich vlastnostech, ve vztahu k chovani v biologickych systémech, stale
dostacujici. V soucasnosti je tfeba vice se zaméfit na toxicitu nanocastic a dulezité je rovnéz

prozkoumat jejich vliv na organismus a chovani v prostredi lidského téla.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AFM Mikroskopie atomarnich sil

AgNP Nanocastice stiibra

ATB Antibiotikum

AuNP Nanocastice zlata

CaCl Chlorid vapenaty

CAS Cisla sluzby chemickych abstrakt

CeO> Oxid cericity

CuO Oxid méd’naty

D Difuzni koeficient
d(H) Hydrodynamicky primér
DLS Dynamicky rozptyl svétla

DLVO Derjagin-Landau-Verwey-Overbeek

DMEM  Dubelcco’s modified eagle medium

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

EINECS Evropsky seznam existujicich obchodovanych chemickych latek
ELINCS Evropsky seznam ozndmenych chemickych latek

EU Evropské unie

Fe O3 Oxid Zelezity

g(t) Autokorela¢ni funkce

H20 Voda

Hm.%  Hmotnostni procenta

INN Mezinarodni nechranéné nazvy farmaceutickych ptipravki
IUPAC  Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii

k Boltzmannova konstanta
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KCI
KP
A

MgSO4

NaHCO3
NaCl
NM
NP
o
OECD
PBS
PCS
Pd
PDI
PEN

Pt

QD
QELS
ROS
sC
SD
SEM
SGF

SIF

Chlorid draselny

Kosmeticky piipravek

Vlnova délka

Siran hotfeCnaty

Viskozita

Hydrogenuhlicitan sodny

Chlorid sodny

Nanomaterial

Nanocastice

Emulze typu olej ve vodé
Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
Fosfatovy pufr

Fotonova korelacni spektroskopie
Paladium

Index polydisperzity

Projekt rozvijejicich se nanotechnologii
Platina

VInovy vektor

Quantum dots (kvantové tecky)
Kvazielasticky rozptyl svétla
Reaktivni formy kysliku

Stratum corneum

Smérodatna odchylka

Skenovaci elektronova mikroskopie
Simulovana zaludec¢ni tekutina

Simulovana stfevni tekutina
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SiO,
SzU

T

c
TEM

TiO2

uv
VVBS
WHO
XAS
XPS
XRD
XRF

Zn0O

Oxid kiemicity

Statni zdravotni Gstav

Absolutni teplota

Cas

Relaxacni ¢as

Transmisni elektronova mikroskopie

Oxid titaniCity

Uran

Ultrafialovy

Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele
Svétova zdravotnicka organizace
Rentgenova absorpéni spektroskopie
Rentgenova fotoelektronova spektroskopie
Rentgenova difrakéni analyza

Rentgenova fluorescence

Oxid zinecnaty
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