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ABSTRAKT

Vyuzivani nanoCastic oxidu titani¢it¢tho v rGznych spotfebnich produktech je stale
rozSitenéj$i. Tim, Ze se stale Castéji vystavujeme expozici témito casticemi, je nutné
porozumét vlivu téchto ¢astic na lidsky organismus. Teoretickd Cast této prace se proto
vénuje popisu oxidu titani¢itého se zamétenim na jeho vyuziti a zptisoby syntézy. S ohledem
na fakt, Ze nejcastgji je titanovym nanocasticim vystavena naSe kiZe, pojednava dalsi cast
praveé o dermdlni expozici témto ¢asticim. V zavéru teoretické ¢asti jsou popsany zdravotni
rizika spojend s oxidem titani¢itym a také jeho dopad na Zivotni prostiedi. Prakticka ¢ast se
zameétuje na jeho pronikani skrze nejvice zasazeny orgén kuzi. Nejdiive byly piipraveny
disperze oxidu titani¢it¢ho, a to dvou krystalickych forem — anatasu a rutilu. Tyto disperze
byly podrobeny transdermalni absorpci, kterd byla vyhodnocena histologicky a stripovanim
jednotlivych vrstev stratum corneum. Cilem této diplomové prace bylo prohloubit souasné

znalosti o vlivu nanod¢astic oxidu titani¢itého na kuzi.

Kli¢ova slova: nanocastice, oxid titanicity, transdermalni absorpce, stripovani, histologické

fezy



ABSTRACT

The application of titanium dioxide nanoparticles in various consumer products is becoming
more widespread. Humanity is increasingly exposed to these particles, thus it is necessary to
understand the effects of these particles on the human body. The theoretical part of this work
is therefore devoted to the description of titanium dioxide with a focus on its use and methods
of its synthesis. Given the fact that our skin is the most often exposed organ to titanium
nanoparticles, the next part deals with dermal exposure to these particles. The last part of the
theoretical summary describes the health risks associated with titanium dioxide and its
impact on the environment. The practical part focuses on its penetration through, the most
affected organ, the skin. First, dispersions of titanium dioxide were prepared in two
crystalline forms - anatase and rutile. These dispersions were subjected to transdermal
absorption, which was evaluated histologically and by stripping the individual stratum
corneum layers. This Master’s thesis aimed to deepen the current knowledge about the effect

of titanium dioxide nanoparticles on the skin.

Keywords: nanoparticles, titanium dioxide, transdermal absorption, stripping, histological

sections
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UvVOD

Nanocéstice ziskaly velkou pozornost v celosvétovém méfitku diky Siroké moZnosti
uplatnéni v mnoha oborech a patii k nejrychleji se rozvijejici oblasti védeckého vyzkumu.
V soucasnosti jsou vyuzivany naptiklad pro cilené dodavani 1é€iv v organismu, v textiliich
pro zvySeni kvality a odolnosti obleceni, pro ¢isténi zivotniho prostiedi anebo pro zpevnéni
soucasnych materidli. Nejcastéj$im zastupcem nanocastic v produktech bézné spotieby je
oxid titanicity. Tato chemicka sloucenina se dostala do védeckého podvédomi diky své
fotokatalytické aktivité a od té doby se s ni mizeme setkat v kazdodennim zivoté, at’ uz
ve velikosti nano ¢i vetsi.

Nanocastice oxidu titani¢it¢ho jsou vysoce stabilni, krom¢ fotokatalytickych vlastnosti
vykazuji i vysoky index lomu, antikorozni a antibakteridlni vlastnosti. Najdeme je v systému
¢isténi  odpadnich vod, fotovoltaickych =zafizenich, nahradadch tvrdych tkanich,
potravinaiskych vyrobcich, barvach a lacich 1 v kosmetice. Spolu s oxidem zine¢natym jsou
hojné vyuzivany jako anorganické filtry proti slune¢nimu zatfeni v opalovacich ptipravcich,
nebot’ spole¢né poskytuji Sirokopasmovou UV ochranu. Vzhledem k topické aplikaci téchto
piipravku je dilezité pochopeni jejich interakce s klizi a hodnoceni zdravotnich rizik, jez
mohou po aplikaci nastat.

Kuze ptedstavuje prvni ochrannou bariéru téla pred vlivem vnéjsiho prostiedi a zaroven
zabranuje ztraté tekutin a soli. Nejdulezit€jsi je v tomto obranném mechanismu predevSim
vrstva stratum corneum, kterd diky své jedine¢né mezibunécné organizaci reguluje dermalni
penetraci vSech latek do té¢la. Stav ochranné bariéry, a tedy moznost transdermalniho
vstfebavani, v§ak mtize byt ovlivnén riznymi dermalnimi a patologickymi stavy. Naptiklad
ptipravky na ochranu proti slune¢nimu zafeni s nanocasticemi oxidu titani¢itého jsou ¢asto
spotiebiteli aplikovany na pokozku spalenou sluncem. Proto je nutné dikladné zkoumat,
do jaké miry je dermalni absorpce ovlivnéna stavem pokozky, jakou roli pfitom maji
fyzikéalné-chemické vlastnosti penetrujicich castic a jaké mohou v pfipadé penetrace
do hlubsich vrstev kiize hrozit zdravotni problémy. VSemi témito otazkami se zabyvaji
regulacni organy po celém svét€ a spolecné s védeckymi pracovniky hledaji jejich nejlepsi
reSent.

ptistup jejich syntézy. V dnesni dob¢ je upfednostiiovana tzv. zelena syntéza, pfi niz jsou
k vyrobé nanocastic oxidu titani¢itého vyuzivany ptirodni zdroje, jako jsou rostliny, fasy,

houby a bakterie. Siroka aplikace oxidu titani¢itého v nano velikosti tedy pfedstavuje zna¢ny
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potencial pro expozici ¢lov€ka, s ¢imz nevyhnutelné souvisi i riziko pro Zivotni prostfedi.
Védci v posledni letech vénuji velké usili na pochopeni vlivu nanocastic na lidské zdravi
1 ekosystém. Piesto stidle nejsou objasnéna vSechna rizika, jeZ miZou nanocastice
predstavovat, a to iz dGvodu riizného chovani téchto ¢astic v zavislosti na materidlovych
vlastnostech, jako je predevsim jejich velikost.

Ptedlozena diplomova prace se zabyva pravé touto problematikou a soustfed’uje se na popis
nanocastic oxidu titanicitého, jeho aplikace a dopad na environment. Prakticka Cast je pak
zamgéfena na pripravu disperzi oxidu titanicitého v jeho krystalickych formach anatas a rutil
a stanoveni jeho transdermalni absorpce metodou in vitro. Vyhodnoceni probéhlo skrze

histologické fezy a stripovanim kiZe.
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I. TEORETICKA CAST
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1 OXID TITANICITY

Titan, chemicka znacka Ti (lat. Titanium), je devatym nejrozsifenéjSim prvkem v zemské
kure. Kvili své vysoké afinité ke kysliku a dalSim prvkiim se titan v pfirodé nevyskytuje
v kovovém stavu. Nejvice primyslové vyuzivan je kovovy titan, oxid titani¢ity (TiO2)

a chlorid titanic¢ity (TiCl4). [1]

Prirozené se vyskytujici oxid titaniCity existuje ve tfech krystalickych formach — anatas
arutil s tetragondlni strukturou (zobrazeny na obrazku 1) a brookit se
strukturou orthorhomboickou. [2] Obecné vykazuji vSechny tii krystalické formy podobné
vlastnosti, avSak brookit se vyskytuje ziidka, protoze je nestabilni a pti vysoké teploté
prechézi na rutilovou formu. [3] Mezi hlavni parametry ¢astic ovliviiyjici jejich fyzikalné-
chemické vlastnosti patii tvar, velikost, povrchové charakteristiky a vnitini struktura,
pricemz chemicky nejreaktivnéjsi je krystalovd modifikace anatas. Mezi obecné vlastnosti

TiO; 1ze zminit molekulovou hmotnost 79,9 g-mol™!, relativni hustotu 4,26 g-cm™ pfi 25 °C,
bod varu 2 972 °C a bod tani 1 843 °C. [1]

¥ B
s P

Rutil Anatas

Obrazek 1 Krystalové formy TiO; rutil a anatas, upraveno podle [4]

Oxid titaniéity je tepelné stabilni, nehotlava a Spatné rozpustna bila pevna anorganicka latka,
kterou lze diky Sirokému spektru pouziti povazovat za globalni produkt. Poprvé byl
predstaven vroce 1923 a po mnoho let se pouzZiva v Siroké Skale spottebitelského
a primyslového zbozi. [5] Svou védeckou pozornost si ziskal vroce 1972, kdy
Fujishima a Honda objevili, Zze mize ptsobit jako katalyzator pro fotostépeni vody za vzniku
vodiku a kysliku. Tento objev podnitil zdjem o vyuziti TiO2 v rozsahlé skale aplikaci, jako

je fotokatalyza, systémy ¢isténi vody ¢i solarni ¢lanky. [6]
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1.1 Vyuziti oxidu titanicitého jako nanomaterialu

Oxid titani¢ity se Siroce pouzivd v mnoha komer¢nich produktech, véetné barev a lakd,
kosmetiky, plastd, papirti a v potravinach jako prostfedek proti spékani nebo pro béleni. [4]
Jako bily pigment je TiO2 pro svou jasnost a velmi vysoky index lomu nejrozsifenéjSim
pigmentem, ro¢n¢ se jej celosveétove spotiebuji pfiblizné Ctyti miliony tun. [1] Dalsi vyuziti
zahrnuji také aplikace antimikrobidlni a l1ékatské, pficemz je stale vétsi pozornost vénovana

pouziti oxidu titanicitého jako nanomaterialu. [7]

Nanocastice (nanoparticles, NPs) maji obecné vyrazné¢ odlisné fyzikalné-chemické
vlastnosti ve srovnani s jemnymi ¢asticemi (fine particles, FPs) stejného slozeni. [1] Za

jemné Castice jsou povazovany castice o velikosti 0,1 az ptiblizné 3 pm. [8]

Nanocastice se obecné pouZivaji pro nescetné mnozstvi Ucell, mezi kterymi miZeme
jmenovat cilené podavani 1€kt proti rakoving ¢i bryle odolné proti poskrabani. Konkrétné
uhlikové nanotrubice Ize nalézt v tenisovych raketach, nanocastice sttibra se pridavaji do
ponozek ¢i sportovniho obleCeni pro sniZzeni zapachu a také do obvazil pro zabranéni
bakterialnich infekci. Nanocastice se také pouZzivaji ke zpevnéni stdvajicich materiald,
naptiklad lopatky vétrnych turbin mohou byt potazeny uhlikovymi nanotrubicemi

obsahujicimi epoxid pro snizeni hmotnosti lopatek a zaroven zvySeni jejich zivotnosti. [9]

Ti0; ve form¢ nanocastic ma Siroké uplatnéni v kosmetickém primyslu. Spole¢né s oxidem
zinecnatym (ZnO) jsou klicovou slozkou opalovacich krémi, kde slouzi jako UV filtry. [10]
Dale jsou diky regenera¢nim a protizanétlivym G¢inkiim vyuzivany naptiklad v krémech
proti starnuti, hydrata¢nich krémech, deodorantech ¢i parfémech. [11] Za zminku stoji fakt,
ze patenty na NPs oxidu titanic¢itého a zine¢natého pochazeji jiz z 80. let 20. stoleti, a ze

nano TiO2 byl v Siroké komer¢ni distribuci na zacatku 90. let. [12]

1.1.1 Definice nanomaterialu

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 definuje nanomaterial jako
,, nerozpustny nebo bioperzistentni a zamerné vyrobeny material o jednom nebo vice vnéjsich
rozmérech nebo s vnitini strukturou v Fadu od 1 do 100 nm*“. Nafizeni zarovenl udava
vyrobcim kosmetickych pfipravkii s nanomateridlem oznamovaci povinnost, kdy musi
odpovédna osoba oznamit tento piipravek Komisi elektronickou cestou Sest mésict pied
uvedenim tohoto vyrobku na trh. Navic v seznamu ingredienci musi byt za nazvy vSech

prisad ve form¢ nanomaterialu uvedeno slovo ,,nano* v zavorkach. [13]
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Nékteré materialy mohou existovat jako ¢astice, jeZ maji vnéjsi rozméry veétsi nez 100 nm,
ale které sestavaji z agregatii ¢i aglomeratii mensich c¢astic, pfiCemz tyto mensi castice jsou
v rozsahu nano. Mezindrodni organizace pro normalizaci (ISO) ve spolupraci s Némeckym
institutem pro normalizaci (DIN) popisuji tyto materily jako ,,nanostrukturované agregaty*
nebo ,nanostrukturované aglomeraty. Je dulezit¢ terminy agregat a aglomerat

nezaméiovat, picemz jejich definice zni:

e agregat — Castice obsahujici siln¢ vazané nebo tavené Castice, kde vysledny vnéjsi
povrch miize byt vyrazné mensSi nez soucet vypoctenych povrchii jednotlivych

slozek;

e aglomerat — soubor voln¢ vazanych castic nebo agregatli nebo jejich smési, kde je

vysledny vnéjsi povrch podobny soucétu povrchii jednotlivych slozek. [12]

1.1.2 E171

E 171 je oznaceni pro oxid titaniCity dle Pfilohy II Nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) ¢&. 1333/2008 o potravinaiskych ptidatnych latkach. Siroce se pouziva jako barvivo
v fad¢ potravin, véetné zvykacek, cokoladovych bonbont a dresinkti. Evropskou Unii jsou

pro potraviny povoleny krystalické formy anatas a rutil, pfevazn¢ je pouzivan anatas. [14]

Weir a kol. stanovovali obsah TiO> v 89 rliznych, ve Spojenych statech americkych
komercné dostupnych potravinach, ve kterych byl TiO> deklarovan na obale nebo se dal
predpokladat jeho vyskyt. Nejvice oxidu titani¢itého bylo stanoveno ve Zzvykackach,
sladkostech s tvrdym vnéj$im obalem a praskovych produktech ptimichavanych do potravin
(napf. napojové smési), obsah byl stanoven od 0,0013 do 340 mg oxidu titani¢itého na porci
(240 mL). Déle charakterizovali vzorek E 171 od velkého komer¢niho dodavatele (Fioro
Colori Spa, Italie). Pomoci rastrovaci (scanning electron microscope, SEM) a transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) stanovili stfedni velikost ¢astic 110 nm, avsak s velmi
Sirokou distribuci (30—400 nm), pficemz nejméné 36 % Castic bylo menSich nez 100 nm

alespont v jednom rozméru. [7]

Dne 14. ledna 2022 bylo vydano Natizeni Komise (EU) 2022/63, kterym se méni piilohy II
a III natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, pokud jde o potravinaiskou
ptidatnou latku oxid titanicity (E 171). Komise pfijala zdkaz pouzivani TiO> v potravinach
poté, co Evropsky ufad pro bezpecnost potravin uvedl, ze dale neni mozné povazovat tuto
latku v potravinach za bezpecnou. Poprvé byly k hodnoceni bezpecnosti potravinaiskych

pfidatnych latek uplatnény Pokyny védeckého vyboru EFSA o nanotechnologiich z roku
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2018. [15] Francouzska vlada na zaklad€ stanoviska Francouzské agentury pro bezpecnost
potravin (ANSES) zakazala pouzivani oxidu titani¢itého v potravinarskych vyrobcich jiz

roku 2020. [16]

1.2 Oxid titanicity jako UV filtr

Doporuceni Komise (EU) ze dne 22. zafi 2006 o ucinnosti prostiedkd na ochranu proti
slune¢nimu zafeni a o uvadénych tvrzenich, kterd s nimi souvisi definuje prostfedek na
ochranu proti slune¢nimu zateni jako ,,jakykoliv pripravek (napr. krém, olej, gel nebo sprej)
urceny k aplikaci na lidskou pokozku, jehoz vyhradnim ¢i prevaznym ucelem je chranit ji
pred ultrafialovym zarenim pohlcenim, rozptylem ¢i odrazem zareni*. [17] Tyto ptipravky
se pouzivaji k ochrané¢ pied neptiznivymi u¢inky UVB (280-320 nm) a UVA (320400 nm)
zafeni. VétSina UVC zéfeni (100280 nm) nepronikd k zemskému povrchu, protoze zatreni
o vinovych délkach kratSich nez 242 nm je absorbovano stratosférickym molekularnim
kyslikem za vzniku ozonu. Rizné vinové délky slunecniho spektra interaguji odlisné
s riznymi ¢astmi kize. UVA mitize proniknout hluboko do dermis, zatimco UVB zateni
pronika pouze do epidermis a svrchni ¢asti dermis (obrazek 2). [18]

€<——— SLUNECNI ZAREN] —m—

:

Epidermis

Dermis

Obrazek 2 Elektromagneticka spektra UV zafeni a jejich pronika do kiize v zavislosti na
vlnové délce, upraveno podle [19]

Expozice ultrafialovému (UV) zéafeni je povaZzovana za nejvice prokazanou etiologickou
pfi¢inu karcinogeneze klize. UV zafeni poskozuje kozni buiiky riznymi zpisoby, napiiklad
zpusobuje predCasné starnuti pleti, imunosupresi, zanét ¢i poSkozeni DNA. [20] Kratkodobé

kozni reakce na slunecni zafeni zahrnuji syntézu vitaminu D (cholekalciferol), pti vyssich
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expozicich miize vzniknout zarudnuti kiize — erytém. Tyto reakce lze z velké €asti pfipsat
zateni UVB. [18] Celkova rizika spojena s pouzivanim vyrobka obsahujici oxid titanicity
a zineCnaty v nanoformé jsou pro lidské zdravi nizkd vzhledem k nedostatecné perkutanni
absorpci, existuje vSak riziko pfi expozici inhalaci, proto se doporucuje opalovaci krémy
obsahujici nanocastice TiO> a ZnO nesttikat. [10]

Dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 je filtrem ultrafialového
zateni ,,latka, kterda je vyhradné nebo prevazné urcena k ochrané kuze pred urcitym
ultrafialovym zarenim prostrednictvim absorpce, odrazu nebo rozptyleni tohoto zareni*.
[13] Nanocastice oxidu titani¢itého i zine¢natého si v posledni dob¢ ziskaly oblibu jako
anorganické UV filtry v opalovacich pfipravcich, jelikoz dokaZzi odraZet a rozptylovat UVA
1 UVB zéfeni zatimco organické filtry ultrafialového zéfeni jej pouze absorbuji. [21] Mezi
dalsi vyhody, které nabizeji, patfi absence podrazdéni a senzibilizace pokozky, inertnost
slozek a omezend penetrace kizi. [18]

ZnO a TiOy se v prostfedcich na ochranu proti slune€nimu zafeni pouzivaji od 80. let
20.stoleti, kdy velikost jejich ¢astic byla v rozmezi 200—400 nm (ZnO) a 150-300 nm (Ti03).
V¢étsi velikost ¢astic odpovidala za bilou kiidovou texturu na povrchu pokozky, protoze tyto
Castice odrazeji dopadajici viditelné svétlo, jez je sitnici lidského oka vnimano jako bilé.
Vyuziti nano€éstic umoziuje transparentni a snadnéj$i aplikaci, jelikoZ odrazeji pouze
malou ¢ast dopadajiciho viditelného svétla.

Oxid zine¢naty ma Sirokou kiivku absorpce UVA-UVB, zatimco oxid titanicity poskytuje
lepsi ochranu proti zafeni UVB. Pfi spoleCném pouziti tedy poskytuji Sirokopasmovou UV
ochranu. [10] Nejcast&ji pouzivanymi vyrobnimi procesy NPs oxidu titani¢itého a oxidu
zine¢natého vznikaji ¢astice o velikosti 10-20 nm. Silné pfitazlivé sily mezi krystaly vSak
zpusobuji, ze vytvareji pevné spojené agregaty, které maji vétSi velikost nez primarné
vyrobené Castice. Tyto agregaty s typickou velikosti 30—150 nm predstavuji nejmensi
Castice, které se skute¢né vyskytuji ve formulacich pro ochranu proti sluneénimu zéfeni,
protoze sily potfebné k jejich rozdéleni na jednotlivé nanocastice jsou mnohem vétsi nez
sily, které jsou vynaloZeny pii vyrobé opalovacich ptipravkli nebo pii aplikaci téchto
piipravkl na kizi. Pti elektronové mikroskopii se mohou tyto agregaty jevit jako primarné
vyrobené castice, ackoliv se skladaji z vice nanocastic. Agregaty se dale shlukuji do volné
vazanych aglomeratii o velikosti vétsinez 1 um. Tak velké ¢astice by vSak nebyly dostate¢né
ucinné pii ochrané proti UV zafeni, coZ znaci nutnost jejich rozloZeni v konecnych
pripravcich, nebot’ na trhu jsou dostupné opalovaci ptipravky na bazi anorganickych filtra

s vysokym ochrannym slune¢nim faktorem (viz obrazek 3). [12]
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Nanodastice Aglomeraty

Van der Waalsovy sily

o X

o

Smykové sily

Chemicka vazba

Nejmensi detekovatelna
struktura

Obrazek 3 Schéma nejmensi velikosti ¢astic v produktech na ochranu proti slune¢nimu
zéteni, upraveno podle [12]

1.2.1 Ochranny slune¢ni faktor

Uroveii ochrany opalovacich piipravkt proti UVB zéfeni je vyjadiena ochrannym slune¢nim
faktorem (Sun Protection Factor, SPF). [20] V Doporuceni Komise (EU) ze dne 22. zaii
2006 o ucinnosti prostfedkll na ochranu proti slune¢nimu zafeni a o uvadénych tvrzenich,
ktera s nimi souvisi, je SPF definovano — ,,se ochrannym slunecnim faktorem rozumi pomér
minimalni erytéemové davky pro kiizi chranénou prostredkem na ochranu proti slunecnimu
zareni k minimalni erytémové ddvce pro nechranénou kuzi*“. Hodnota SPF tedy udava, jaka
¢ast slunecniho zafeni se dostane na pokozku. Jak lze vidét na obrazku 4, pii pouziti
opalovaciho ptipravku s SPF 50 se na pokozku dostane Skrat méné fotonl nez pfii aplikaci

ptipravku s SPF 10.

Ochranny slunecni faktor (SPF)

SPF 10 SPF 50
opalovaci pripravek \ ¥ vE./opalovaci pripravek
. 3 - 1 i
\ kuze dosahnou
2 fotony

Obréazek 4 Iustrace definice ochranného slune¢niho faktoru, upraveno podle [19]

kuze dosahne
10 fatonu
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Ochrannym faktorem proti UVA se rozumi ,pomér minimalni davky UVA potrebné
k navozeni pretrvavajici pigmentace u kiize chranéné prostredkem na ochranu proti
slunecnimu zareni k minimalni davce UVA potrebné k navozeni minimalniho tmavnuti
u nechranené kiize“. [17] K miniméalnimu, tedy okamzitému ztmavnuti pigmentu
(immediate pigment darkening, IPD) dochazi béhem né¢kolika minut po vystaveni UVA
zafeni a muze trvat aZz 2 hodiny. Po IPD nasleduje pfetrvavajici ztmavnuti pigmentu
(persistent pigment darkening, PPD), které miize trvat az 24 hodin. [22] Podle amerického
Utadu pro kontrolu 16¢iv (U.S. Food and Drug Administration, USFDA) by mél ochranny

faktor proti UVA ¢init alespon jednu tfetinu celkového ochranného slune¢niho faktoru. [18]
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2 SYNTEZA NANOCASTIC OXIDU TITANICITEHO

Pro syntézu nanocastic bylo vyvinuto n¢kolik metod, jez jsou kategorizovany do dvou
hlavnich tfid — shora-dolt a zdola-nahoru (viz obrazek 5). [23] Metoda shora-dolii vyuziva
destruktivni ptistup, tedy rozloZeni vétSich ¢astic na mensi, které jsou poté pfeménény na
vhodné NPs. Naopak metodou zdola-nahoru jsou nanocastice vytvaieny z jednotlivych
atomu a molekul, proto je tento pfistup také nazyvan jako budovani. [24] Oba ptistupy maji
své vyhody 1 omezeni pro pozadovanou aplikaci. Naptiklad metody shora-dolt jsou obecné
jednoduché, spolehlivé i1 biokompatibilni. Nevyhoda vSak spocivd ve vysoké spotiebé
energie, polydisperzité, Casové naro¢nosti a vysokych nakladech. [23]

V zavislosti na povaze, kterou jsou nanocastice oxidu titani¢itého syntetizovany, je lze

rozdélit na fyzikalni, chemické a biologické. [5]

Metody pfipravy
nanodcastic
Syntéza Syntéza
zdola nahoru shora doli
|
1. Zvlakiovani 1. Mechanické
2. Syntéza s podporou frézovani
Sablony 2. Chemické leptani
3. Plazmova nebo 3. Rozprasovani
plamenova sprejovaci Biologicka syntéza 4. Laserova ablace
syntéza prosttednictvim 5. Elektro-exploze
4. Laserova pyrolyza bakterii, kvasinek,
5. Chemicka depozice hub, fas, rostlin atd.
z plynné faze
6. Atomovéa nebo
molekularni
kondenzace

Obrazek 5 Schéma syntetickych metod nanoc¢astic, upraveno podle [24]

2.1 Fyzikalni syntéza

Fyzikalni syntetické metody, na rozdil od syntéz chemickych, nezahrnuji pouziti toxickych
chemikalii a diky pouziti specializovanych zatizeni jsou obvykle rychlejsi. Nevyhodou je
vSak jednak nizsi kvalita produktti a jednak pouziti nakladnych vakuovych systémt nebo
zafizeni. Mezi fyzikalni metody pouzivané pro syntézu TiO» NPs patii depozice z plynné

faze (Vapor Deposition, VD) a metoda obloukového vyboje (plazmova syntéza).
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Depozici z plynné faze l1ze dale rozd¢€lit na fyzikalni depozici z plynné faze (PVD), béhem
které nedochazi k zadné chemické reakce, a chemickou depozici z plynné taze (CVD), pii

jejimz procesu k chemickym reakcim dochazi. [5]

2.2 Chemicka syntéza

Pro syntézu nanocastic TiO> jsou ve velké mife pouzivany rizné chemické syntézy, jako je
napiiklad metoda sol-gel a solvotermalni ¢i hydrotermalni metoda. Ackoliv nabizi mnoho
vyhod v podobé jednoduchosti, mozné kontroly velikosti a tvaru nanocastic, existuje pro né
mnoho omezeni. Tato syntéza je finanén¢ nakladna, vyzaduje vysoké teploty a tlak a ma

nepiiznivou energetickou udrzitelnost i vliv na zivotni prostiedi. [3]

2.3 Biogenni syntéza

Pro biogenni neboli zelenou syntézu (z angl. Green Synthesis, GS) nanocastic TiOz jsou
vyuzZivany pfirodni zdroje, jako jsou rostliny, fasy, houby a bakterie (viz obrazek 6). [25]
Oproti syntéze chemické a fyzikalni je zelend syntéza nanocastic v dne$ni dobé
upiednostiiovanym piistupem, nebot’ je bezpecna pro zivotni prostfedi a financné i Casove

méng narocna. [23]

Koieny Kvéty
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\ Mikrobialni ®
Bakterie ¥ | enzymy LR Molekuly
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Obrazek 6 Riizné typy zelené syntézy pouZivané pro ptipravu kovovych nanocéstic,
upraveno podle [26]
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Biosyntézu nanocastic 1ze shrnout do tii hlavnich fazi:
I.  aktiva¢ni faze — dochazi k pfeméné kovového iontu z mono— nebo divalentniho

oxida¢niho stavu na nulamocny a zaroven k nukleaci redukovaného kovového iontu;

II. faze rGstu — nanoCastice tvoii agregaty o rdznych tvarech (pétitthelnikové,
Sestithelnikové, sférické, krychlové atd.), biogenni extrakt piisobi jako stabilizacni

¢inidlo pro ziskani ustalené morfologie;

III.  ukoncovaci faze — agregaty nanocastic se shlukuji za vzniku nanotrubic, nanohranold

a dalsich nepravidelné tvarovanych aglomeratt. [25]

2.3.1 Vyuziti rostlin

Rostliny a jejich rGzné ¢asti jsou pouzZivany k syntéze NPs riznych tvarii a velikosti.
Upftednostiiovany jsou listy, semena a kvéty, jelikoz bioaktivni slouceniny z nich ziskané
(napt. alkaloidy, glykosidy, terpenoidy, vitaminy ¢i enzymy) pusobi jako redukéni
a stabilizacni latky pro kovové ionty. Mezi hlavni vyhody vyuziti rostlin patfi snadna
dostupnost a bezpe¢nd manipulace. [25]

Doposud bylo vyvinuto mnoho postupt vénujici se biosyntéze nanocastic oxidu titanicitého.
Naprtiklad Ganapathi Rao a kol. vyuzili extrakt z kvéth ibisSku ¢inského (lat. Hibiscus
rosa-sinensis) k syntéze NPs oxidu titanicitého s primérnou velikosti 43,5 nm. [27] Roopan
a kol. syntetizovali z extraktu kiiry stromu anona Supinata (lat. Annona squamosa)
nanocastice rutilu o velikosti 23 + 2 nm. Rastrovaci a elektronovou mikroskopii byla
pozorovana morfologie nanoc¢astic ptiblizné kulovitého tvaru tvofici agregaty i aglomeraty.

(viz obrazek 7). [28]

T,
500nm

1rNE #2030 =By
B vnot Mag: 808008

Obrazek 7 TiO2 nanocastice a) SEM (méfitko 500 nm), b) TEM (méfitko 20 nm), upraveno
podle [28]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.3.2 Vyuziti mikroorganismii

Podobné jako rostliny obsahuji i bakterie a mikroskopické houby rizné slozky, jez hraji
zasadni roli pfi stabilizaci a redukci nanocastic oxidu titaniCitého. [23] Byla popsana
bakterialni vyroba NPs TiO> s vyuzitim Aderomonas hydrophila. Syntetizované nanocastice
o velikosti 28-54 nm navic vykazovaly inhibi¢ni aktivitu proti Staphyloccus aureus
a Staphylococcus pyogenes. [29] V jiné studii byl pro vyrobu nanocastic pouzit Bacillus
subtilis, vyrobené nanocastice TiO> mély kulovity tvar a velikost 66—77 nm. [30]

Mikroskopickymi houbami zprostfedkovand syntéza nanocastic ma navic dal$i vyhody.
Houby obsahuji velké mnozstvi biomasy, a proto poskytuji vysoky vytézek nanocastic.

Casto vyuzivanym druhem pro tuto ekologickou syntézu je Aspergillus flavus. [23]
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3 DERMALNI EXPOZICE NANOCASTICIM OXIDU
TITANICITEHO

Jakykoliv druh organismu vzdy celil vystavéni nanocasticim z prostiedi, jez interaguji
s jejich vngjsi bariérou. Vyznamny zdjem o tyto interakce se vSak objevil az s Sirokym
vzestupem nanocastic umélych. Je nezbytné prozkoumat rizné biologické aspekty expozice
nanocastic pro lidsky organismus. Na strané jedné je potieba identifikovat a hodnotit
zdravotni rizika, na stran€ druhé zase objevit a vyuZzit medicinsky a farmaceuticky potencial.
[31] Ptikladem interakce nanocastice-ktize je lokalni pouziti nanoc¢astic stfibra jako volné
prodejnych antimikrobialnich latek, kde nanocastice zajiStuji pomalé uvolfiovani iontl
stiibra, které mohou inhibovat mikrobidlni proliferaci, ale také urychlit hojeni ran. Toto

fizené uvolnovani stiibra, zatimco nanocastice ziistavaji na povrchu kiize, zdlraziuje jednu

vvvvvv

Hladina nebo koncentrace nanocastic v télesném systému zavisi na rychlosti absorpce,
distribuci, metabolismu a vylucovani. Tyto procesy mohou nastat po expozici
prostiednictvim inhalace, poziti, dermalniho kontaktu a intraperitonealni nebo intravendzni
injekce. [1] Topicka aplikace je Siroce pouzivana v klinické praxi jako zpiisob podéavani 1€kt
pii 1écbé dermatologickych onemocnéni, svalovych poranéni i1 transdermélniho dodéani 1€k
do krevniho ob&hového systému. [33] Lokalni podavani 1é¢iva pres kiizi umoziuje obejit
metabolismus prvniho prichodu po perordlnim podéni a poskytuje vyhodu pii 1écbé

klinickych a subklinickych 1ézi na velkém povrchu téla. [34]

Pravdépodobnost pronikéni nanocastic ptes klizi byla v roce 2009 ptezkoumana Védeckym
vyborem pro bezpecnost spotiebitele (Scientific Committee on Consumer Safety, SCCP),

jez vyjadril skutecnou situaci pro dermalni expozici nasledovne¢:

I.  Existuji dikazy o urcitém pronikani do Zivotaschopnych tkani ktze (hlavné do
stratum spinosum v epidermalni vrstvé, ale pripadné také do dermis) pro velmi malé

¢astice (méne nez 10 nm), jako jsou funkcionalizované fullereny a kvantové tecky.

II.  Pfi pouziti akceptovanych protokolti pronikéni kiizi (neporuSend kiize) neexistuje
zadny nezvratny diikaz o pronikdni do zivotaschopné tkdné klize pro primarni ¢astice
o velikosti asi 20 nm a vétsi, jaké se pouzivaji v opalovacich krémech s fyzikalnimi

UV filtry.
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II.  VySe uvedena tvrzeni o koznim pronikani plati pro zdravou kizi (lidskou a praseci).
Pro kiizi s naruSenou bariérovou funkei chybi vhodné informace, napf. atopicka ktize

nebo klize spalena sluncem. K dispozici je nékolik udaji o psoriatické kizi.

IV.  Existuji dikkazy, ze n¢které mechanické G€inky (napf. ohybani) na ktizi mohou mit

vliv na pronikani nanocastic.

V. Nejsou Zadné informace o transadnexalni penetraci pro Castice pod 20 nm.
Nanocastice o velikosti 20 nm a vice pronikaji hluboko do vlasovych folikuli, ale

nebyla pozorovana zadné penetrace do zivotaschopné tkané. [35]

3.1 Kuze

Kize je nejvétsim organem lidského téla, slouzi jako prvni obrannd linie proti
mikroorganismlim, UV zafeni i chemikaliim. Diky svym odolnym bariérovym vlastnostem
taktéz zabranuje ztraté soli a tekutin a zaroven reguluje télesnou teplotu. [34] Prestoze je
obvykle ten¢i nez 2 mm, pfispiva k télesné hmotnosti ptiblizné 4 % a je 102—104krat mén¢

propustna nez sténa krevnich kapilar. [36]

Kuze sestava ze tii vrstev — epidermis, dermis a subcutis (podkoZi), pfi¢emz epidermis

a dermis tvoii jeji hlavni strukturu (obrazek 8). [37]

Stratum
cornenm Korneocyty
Zivotaschopna Langerhansovy
epidermis buiky
Keratinocyty
Melanocyty
Dermis

Obrazek 8 Struktura kiize, upraveno podle [34]
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Epidermis je tvoiena n€kolika vrstvami bun€k poc¢inaje nejvnitingjsi stratum germinativum
(basale), nasleduje stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum, které je
pritomno pouze na dlanich a chodidlech, a stratum corneum (SC). Z praktickych davodi
muze byt epidermis obecné rozdélena na Zivotaschopnou epidermis a stratum corneum. [38]
Epidermis nemé vaskularizaci a Ziviny do ni difunduji pomoci dermoepidermalniho spojeni
z dermis. [37] Keratinocyty (buiiky epidermis) prochazeji procesem keratinizace, pti kterém
bunky migruji smérem ke SC a diferencuji se v korneocyty (viz kapitola 3.1.1). Kromé¢
keratinocytli jsou v epidermis pfitomny melanocyty produkujici melanin, Langerhansovy

buiiky zodpovédné za imunitni funkci kiize a mechanoreceptory Merkelovy buiiky. [32]

Dermis obsahuje rlizné typy bungk, nervy, krevni a lymfatické cévy zasazené do husté sité
pojivové tkan€. [32] Dermis plynule piechazi v subcutis, ktera pomaha absorbovat
mechanické otiesy, jez by jinak mohly ohrozit kozni cévy a nervy [36], a pisobi jako tepelny
izolator. [38] Kromé& strukturovanych bunécnych slozek jsou v kiizi i kozni privésky

— vlasové folikuly s pfidruzenymi mazovymi zldzami a zlazy potni. [32]

3.1.1 Stratum corneum

Stratum corneum ma tloustku obvykle 10-25 um a je tvofeno 15-20 vrstvami korneocytti
—anekluované, zplostélé, nezivotaschopné buiiky naplnéné keratinem. [37] Jedine¢na
mezibunéénd organizace SC ma zasadni roli ve funkci kozni bariéry. [18] Tato strukturalni
organizace je popisovana modelem ,cihel a malty”, ve kterém cihlami jsou mysleny
korneocyty a maltou mezibuné¢né lipidy, jez tvoii zrohovatély obal obklopujici korneocyty

(obrazek 9). [37]
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Obrazek 9 Schéma morfologie stratum corneum, upraveno podle [31]
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Mezibunééné lipidy (ceramidy, volné mastné kyseliny s dlouhym a kratkym fetézcem
a cholesterol) tvofi dvoulamelarni faze, v jejichz ramci jsou lipidy strukturovany
v semikrystalickych miizkach. Kromé diilezitosti SC jsou pro funkci kozni bariéry dilezité
tésnd spojeni mezi keratinocyty ve stratum granulosum (desmozomy), tésna spojeni mezi
korneocyty (korneodesmozomy), kozni imunitni faktory a sekrece mazovych zlaz. [18]
Vyjimecnost této kozni bariéry ilustruje také souvisejici strmy pokles koncentrace vody
z ptiblizn€ 75 % v Zivotaschopné epidermis na pouhych 10-30 % ve SC. [36] Lze jej
povazovat za lipoidni kompartment, zatimco Zzivotaschopnd epidermis je prostfedi
hydrofilnéjsi. Snadnéjsi distribuce ve SC je tedy pro lipofilni molekuly. [31] Vlastnosti
propustnosti stratum corneum se po odstranéni ztéla neméni, a proto jsou vhodné pro

experimenty in vitro. [39]

3.2 Cesty dermalni absorpce

Pokud jde o absorpci jakéhokoliv druhu materidlu, 1ze uvazovat dvé obecné cesty
(viz obrazek 10) — ptes stratum corneum a spodni vrstvy kiize (intercelularni a transcelularni
cesta) anebo pomoci koznich pfivéskl (transadnexalni cesta). [31] Vzhledem k vysoce
nepropustnému charakteru zrohovatélého obalu korneocytdi ma transceluldrni cesta
ve srovnani s intercelularni mensi vyznam. V intercelularnim vsttebavani mtize byt transport
latek usnadnén kapalnymi doménami vytvoifenymi nenasycenymi skupinami ceramida
v 13 nm Siroké lamelarni fazi. [18] Zvolena cesta tedy zdvisi na fyzikalné-chemickych

vlastnostech Castice, vlastnostech konecné formulace a stavu samotné pokozky. [34]

Transadnexalni
cesta

Transcelularni
cesta

Intercelularni
cesta

Obrazek 10 Cesty dermalni absorpce, upraveno podle [34]

Prestoze kozni ptivésky predstavuji pouze malou cast povrchu kaze (0,1 %), prispivaji
k absorpci a mohou byt dokonce urc¢eny pro fizenou davku kviili hloubce, do které zasahuji.
Invaze latky do koZniho adnexa jesté neni samotnym absorpénim procesem, nebot’ latky

uvnitt jsou stale na vnéjsi strané téla. Nicméné akumulace v takovych strukturdch mize vést
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k rychlej§imu a 0¢innéjsimu piijmu v disledku zménéné morfologie v nich [31] a diky

absenci SC v dolni ttetiné folikult. [34]

Pti absorpci kizi predstavuje dulezitou roli také misto aplikace, coz zahrnuje umisténi na
téle a integritu klize, rozméry port potnich zlaz a folikull a jejich hustota. Integrita kiize
nebo stratum corneum muze byt naruSena dermatologickymi (napf. psoridza, atopicka
dermatitida) a jinymi patologickymi (napf. popéleniny, infekce) stavy i nadmérnym
pouzivanim detergentii ¢i dlouhodobym vystavenim klimatizovanému, nezvlh¢ovanému

prostiedi. [40]

3.3 Vlastnosti penetrujicich ¢astic

Mezi faktory ovliviiujici transdermalni absorpci nepatii jen integrita a stav kize, ale také
vlastnosti penetrujicich ¢astic. Jednou z dualezitych vlastnosti samotnych nanocastic, ktera
ovlivituje jejich penetraci dermalni bariérou, je jejich velikost. U zdravych jedinct
nanocastice o velikosti <40 nm v priméru mohou penetrovat transcelularni cestou, zatimco
vétsi nez 40 nm do stratum corneum nepronikaji. Intercelularni penetrace jsou schopné latky
mensi nez 7 nm. Folikularni cestu mohou vyuzivat ty latky, jejichZ rozméry jsou mensi nez
rozmér folikuldrnich otvorti a jsou schopny rozptylit se do potu nebo kozniho mazu.
Nicméné je dllezit¢ odecist od priaméru folikuldrnich otvor tloustku chlupti pro
vyhodnoceni skutecné plochy a objemu infundibula, jez by mohl byt pouzit k penetraci.
Dalsim ptedpokladem pro folikularni penetraci je také homogenita, tedy nepiitomnost
agregati. Dilezitym faktorem je také tvar, kdy sférické Castice jsou schopny proniknout
hluboko do epidermis i dermis, zatimco elipsoidni ziistavaji pfedevsim ve SC a vysSich

epidermalnich vrstvach. [40]

Zasadni roli maji i dalsi faktory jako lipofilné-hydrofilni gradient, pH gradient ¢i
izoelektricky bod. [40] Idealni fyzikalné-chemické vlastnosti latky vybrané pro kozni podéani
jsou nizka molekulova hmotnost (<600 Da), rozpustnost ve vod¢ a olejich pro dosazeni
vysokého koncentracniho gradientu a zvySeni diftzni sily na kdzi, zvySeny ale vyvazeny
rozdélovaci koeficient a nizka teplota tani (<200 °C), ktera souvisi s vhodnou rozpustnosti.
[37] Pro absorpci kiizi jsou vhodné pouze latky s rozd€lovacim koeficientem (log P) mezi

1a3.[31]
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3.4 Perkutanni pronikani krému na ochranu proti slune¢nimu zareni

s nanocasticemi TiO; a ZnO

Nanocastice oxidu titani¢it¢ho a oxidu zine¢natého, formulované v topicky aplikovanych
piipravcich na ochranu proti slunenimu zéfeni, existuji jako agregaty o velikosti 30—
150 nm. Tyto agregaty jsou spojeny natolik, ze sila nanaseni ptipravku na kizi nema zadny
dopad na jejich strukturu ani nevede k uvolnovani primarnich ¢astic (viz kapitola 1.2).
Nekolik studii ukézalo, Ze ani za ptehnanych testovacich podminek NPs oxidu titani¢itého

ani zine¢natého nepronikaji do kiize hloub¢€ji nez do stratum corneum. [12]

Pti diskuzi o bezpecnosti nanocastic v opalovacich krémech je vSak potfeba brat v ivahu
moznost jejich aplikace na klizi spalenou sluncem, nebot’ 1idé ¢asto znovu nanéseji opalovaci
krém poté, co byli slunci vystaveni a mohli se spalit. [41] NaruSeni kozni bariéry zplisobené
UVB zifenim mulze vést ke zvySené epidermalni permeabilité, ktera je pravdépodobné

spojena s defektnimi lipidovymi lamelarnimi vrstvami ve SC. [18]

Gamer a kol. testovali in vitro absorpci nanocastic oxidu zine¢natého a titanicitého
v emulzich olej/voda na praseci kizi (lateralni bfisni oblast) pomoci Francovych statickych
penetracnich cel a stripovanim. Emulze oxidu zine¢natého obsahovala nepotazené
nanocastice Z-Cote o stfedni velikosti primarnich ¢astic 80 nm. Dvé formulace oxidu
titani¢itého T-Lite SF-S (potazeny oxidem kiemicitym a methikonem) a T-Lite SF (potazeny
pouze methikonem) byly jehlovitého tvaru s rozméry 30—60 na 10 nm (obrazek 11). Ve
vSech formulacich byly primarni ¢éstice, agregaty a v ptipad¢ TiOz i aglomeraty pfitomny
pouze ve vodné fazi. Bylo zjisténo, Ze zinek, titan ani NPs ZnO a TiO; nebyly schopny
proniknout stratum corneum praseci kize. VétSina aplikovaného materidlu byla obnovena
v prvnich péti stripech, coz naznacuje, Ze nepronikl do hlubsSich vrstev kiize. Navic
k odstranéni NPs oxidu titanicitého z ktize postacovala jednoducha myci procedura. [39]

T-Lite SF-§ T-Lite SF
4 -

Obrazek 11 Elektronové mikrofotografie oxidu titanicitého T-Lite SF-S (vlevo) a T-Lite
SF (vpravo) v kosmetickych formulacich [39]
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Mavon a kol. uvad¢ji studie in vitro a in vivo pronikani nanoc¢astic TiO; (velikost ¢astic
20 nm) na lidské ktzi. Testovanym materidlem byla emulze voda/olej. Studie in vivo byly
provedeny na lateralni ¢asti paze tti dobrovolniki stripovaci metodou, pro in vitro testovani
byly vyuzity ¢asti klize z bficha a obliceje z plastické chirurgie. V obou studiich bylo vice
nez 97 % aplikovaného titanu ziskdno ve SC, Zadny titan nebyl detekovan ve folikulech,

zivotaschopné epidermis nebo dermis. [42]

Bézné ptipravky na ochranu proti slunecnimu zafeni jsou vétSinou zaloZzeny na emulzich
olej/voda (o/v) a voda/olej (v/0) s dispergovanymi casticemi TiO> a ZnO. Emulze jsou
obecné nestabilni, mize dojit ke zméné emulze v/o na o/v nebo jejich rozpadu na kiizi, ¢cimz
se miize zvysit permeabilita kize. [18] Bylo prokdzano, Ze nanocastice oxidu titani¢ité¢ho
pronikaji hloubé&ji do lidské kuze z disperze olejové nez z vodné. [43] Proto by mély
formulace opalovacich pfipravki obsahovat mineralni UV filtry dobie rozptylené ve fazi

vodné. [18]
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4 ZDRAVOTNI RIZIKA NANOCASTIC OXIDU TITANICITEHO

Nanocastice 1ze klasifikovat jako:

I.  rozpustné a/nebo biologicky odbouratelné, které se po aplikaci na kiizi rozpadaji na

molekularni druhy (napft. liposomy, mikroemulze a nanoemulze), nebo
II.  nerozpustné a/nebo bioperzistentni (napt. TiO», fullereny, kvantové tecky).

Obecné 1ze pro prvni skupinu pouzit metodiky hodnoceni rizik, zatimco pro druhou skupinu
je vyzadovano hodnoceni podrobnéjsi. Zejména nerozpustné cCastice mohou vést ke
zdravotnim problémtm, pokud jsou zachyceny kizi v diisledku jejich translokace/transportu
a pripadné akumulace v sekundarnich cilovych organech, ptfedevsim pfi jejich opakované

aplikaci. Navic je zde otazka zatéZe ekologické. [32]

Siroka aplikace nano&astic oxidu titani¢itého poskytuje znaény potencidl pro expozici
Clovéka a uvoliovani do zivotniho prostiedi, coZ nevyhnuteln¢ umozituje potencionalni
zdravotni riziko pro lidi, zvifata 1 ekosystém. Rychly narist poctu publikovanych studii
potvrzuje, ze je o bezpecnost nanocastic TiO» velky zéjem. [ 1] Bylo provedeno mnoho studii
in vitro 1 in vivo na lidech 1 zvifatech zabyvajici se oralni a koZni expozici nanocasticemi
oxidu titani¢it¢tho 1 zine¢natého, zahrnujici napiiklad kozni podrazdéni, fototoxicitu

¢1 fotosenzibilizaci. Riziko toxicity lidi neni Zddné nebo je minimalni. [10]

4.1 Karcinogenita

Experimentdlni studie na zvifatech ukazuji, Ze vysoké koncentrace nanocastic oxidu
titani¢it¢tho mohou zplsobit rakovinu dychaciho traktu u exponovanych potkant. [1]
Heinrich a kol. zkoumali karcinogenitu NPs TiO, (velikost 15—40 nm). Po dvouleté expozici
zjistili, Ze byly tyto nanocastice tumorigenni [44], nicméné tento U¢inek nanocastic oxidu
titani¢itého byl zpochybniovén a ptipisovan spise pietizeni plic nez specifické karcinogenité.
[1] Pfesto vroce 2006 klasifikovala Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer, [ARC) oxid titaniCity karcinogenem 2B, tedy
jako mozny karcinogen pro ¢lovéka. V monografii tykajici se TiO, uvadéji, Ze neexistuji
dostate¢né dikazy o karcinogenité oxidu titani¢itého u lidi, ale u pokusnych zvitat existuje
dostatek dikazii o jeho karcinogenité. [45] Predpoklada se, Ze nejvice ohrozeni vdechovani

nanocastic oxidu titaniCitého jsou pracovnici zapojeni piimo do jejich vyroby. [10]
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4.2 Cytotoxicita a genototoxicita

Cytotoxicita a genotoxicita nanocastic TiO2 je Casto spojena s jejich fotokatalytickou
aktivitou, nebot dochazi ke svétlem indukované produkci hydroxylovych (*OH)
a superoxidovych aniontovych radikali (¢O2). Vznik volnych radikalt 1ze méfit piimo
pomoci elektronové spinové rezonance nebo nepiimo detekci fotoindukovaného bunééného
poskozeni v testech bunécné toxicity. [18] Uchino a kol. studovali tvorbu hydroxylovych
radikalt pisobenim UVA v riiznych formach NPs TiO,. Zjistili, Ze ozatenim krystalické
formy anatas bylo generovano mnozstvi *OH v zavislosti na davce, zatimco rutil vykazoval
mnohem mensi tvorbu hydroxylovych radikali. Cytotoxicita téchto radikalti byla poté
testovana vici ovarialnim bunikam ¢inského kiecka. [46]

Oxidac¢ni stres a bunécna toxicita by mohly byt problémem, pokud by nanocastice TiO:
pronikaly do zivotaschopné epidermis, dermis a krevniho ob&hu. Studie in vivo 1 in vitro

vSak zjistily, ze se tomu tak nedéje. [10]

4.3 Vliv nanocastic oxidu titani¢itého na Zivotni prostredi

Vliv nanocastic TiO2 1 ZnO je komplikovany, nebot’ jsou to minerdly nachdzejici se
v zivotnim prostfedi a je obtizné odlisit €inek téch ptirozené se vyskytujicich od téch uméle
vytvotenych. [10] NPs oxidu titani¢itého z potravin, spotfebniho zboZzi a vyrobkil pro
domacnost jsou vypoustény do odpadnich vod. Ptestoze jsou cistirny odpadnich vod
schopny odstranit vétSinu TiO2 v nano velikosti, stile byly v ¢isténych vodach nalezeny
nanocastice o velikosti 4-30 nm, jeZ se uvoliuji do povrchovych vod, kde mohou interagovat
s Zivymi organismy. [7]

Gondikas a kol. hodnotili po dobu jednoho roku koncentraci nano¢astic oxidu titani¢it¢ho
na Starém Dunajském jezefe (Alte Donau, Rakousko) shromazd’'ovanim suspendovanych
¢astic s naslednou analyzou kombinaci komplementarnich technik. Zjistili, Ze nedokazi
odlisit nanocastice z piipravkl na ochranu proti slune¢nimu zareni od ptirodnich nanocastic
obsahujicich titan, ale na druhou stranu pozorovali mirny celkovy narast ¢astic titanu v 1&t¢.
Pomoci elektronové mikroskopie také zjistili, ze NPs nezlstavaji ve vod¢ volné
suspendované, ale agreguji se a sedimentuji. [47]

V soucasné dob¢ je znamé riziko pro zivotni prostredi nizké, 1 kdyz s rostoucim pouzivanim
anorganickych filtri (TiO2 a ZnO), a tedy s jejich zvySujici se koncentraci, se muze

vyznamn¢ zvySovat. [10]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A METODY

Cilem prace bylo stanoveni transdermalni absorpce in vitro oxidu titanicité¢ho (krystalické
formy anatas a rutil) na prase¢i kiizi. Kize byla nejdiive vystavena nanocasticim TiO»
v systému difuznich permeacnich cel. Permeace nanocastic byla vyhodnocena na zakladé

mikroskopie histologickych ezl a stript ktize.
5.1 Pouzité vzorky a chemikalie
e Oxid titaniCity
o Rutil 5 (Precheza a. s., Ceska republika)
o Anatas (Sigma Aldrich, Némecko)
e Triglycerid kyseliny kaprylové/kaprinové (Acetrade, Ceska republika)
e Fosfatovy pufr (Biosera, Francie)
e (Gentamicin sulfat (Sigma Aldrich, Némecko)
e Brij 020 (Sigma Aldrich, USA)
e Roti Histofix ECO plus (Carl Roth, Némecko)
e Ethanol (Penta, Ceska republika)
e Xylen (Sigma Aldrich, Némecko)
e Surgipath Paraplast parafinovy vosk (Leica Mikrosysteme, Némecko)

e Demineralizovana voda

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky
e Viha analyticka AS 220.R2 (RADWAG, Polsko)
e Ultrazvukovy sonikator UP400S (Heielscher, Némecko)
e Michacka magnetickd Arex Digital Pro (Velp, Italie)

e Mikroskop IX81 (Olympus, Japonsko) s digitalni kamerou DFC480 (Leica
Mikrosysteme, Némecko)

e Rota¢ni mikrotom Pathtome LS 2065A

e Mikrotomova ¢epel BS1 (Dakewe, Japonsko)
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e Mikrometr (Kinex, Ceska republika)

e Stanice MPAS se sondou Tewametr TM 300 (Courage+Khazaka electronic GmbH.,

Némecko)
e Permegear Fraction Collector FC33 (SES GmbH. Analysesysteme, Némecko)
e SuSarna UN30 (Memmert GmbH., Némecko)

e Nastroje pro piipravu vzorkli klize — jednordzova ziletka, skalpel, pinzety,
chirurgické ntizky
e Stripovaci paska

e B¢zné laboratorni pomiicky

5.3 Priprava vzorki kiize

Pro hodnoceni transdermdlni absorpce in vitro byla pouzita kiiZze z uSniho boltce prasete.
Z duvodu dale provedenych histologickych fezi nesmély byt pouzity usni boltce, jez byly

skladovany pfi teplotach pod bodem mrazu, a z diivodu mozného poruseni kozni bariéry ani

tepelné opravené. Boltce byly ocistény pod tekouci vodou a pomoci jednorazové ziletky byly

Obrazek 12 Usni boltec (vlevo) a z néj odstranéna kiize (vpravo)
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Z kiize bylo chirurgickymi ntizkami vystfizeno nékolik vzork ¢tvercového tvaru o velikosti
2,5%2,5 cm. U viech vzorkd byla zméfena tloustka pomoci mikrometru (Kinex, Ceska
republika) a hodnota transepidermalni ztraty vody (Transepidermal Water Lose, TEWL)
sondou Tewametr TM 300 (Courage+Khazaka electronic GmbH., Némecko).

5.4 Priprava disperzi oxidu titanicitého

Pro tuto praci byly vybrany dvé krystalické formy oxidu titanic¢it¢tho — anatas (Sigma
Aldrich, Némecko) a rutil 5 (Precheza a. s., Ceska republika), charakterizace &astic

v tabulce 1.

Tabulka 1 Charakterizace pouzitych ¢astic TiO2 podle dodavatela

Vzorek Spec1ﬁc;(a})locha Krystalovi forma Velikost krystalu
[m*-g™] [nm]
Anatas 45-55 anatas <25
Rutil 5 7,11 rutil 150

Disperze byly pfipraveny homogenizovanim 0,5 g ¢astic TiO2 v 10 mL triglyceridu kyseliny
kaprylové/kaprinové (Acetrade, Ceska republika) pomoci ultrazvukového sonikéatoru

UP400S (Heielscher, Némecko) po dobu 20 minut. Pritbéh sonikace a vzniknuté disperze

jsou vyobrazeny na obrazku 13.

Obrazek 13 Sonikace (vlevo) disperzi oxidu titani¢itého (vpravo)
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5.5 Transdermalni absorpce

Pro posouzeni penetrace ¢astic oxidu titani¢it¢ho po dermalni expozici in vitro byl pouZit
transdermalni difuzni detekéni systém Permegear Fraction Collector FC33 (SES GmbH.

Analysesysteme, Némecko), jez je zobrazen na obrazku 14.

Obrazek 14 Ptistroj Permegear Fraction Collector FC33

Tento piistroj se sklddd z permeacnich cel (obrazek 15), recirkulaéni vodni lazné,
peristaltického cerpadla s hadickovym kazetovym systémem, jehoZ soucasti je zasobni ldhev
pro receptorovou kapalinu, a z police se zasobniky na sbirani receptorové kapaliny (obrazek

15).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

Obrazek 15 Detail na permeacni cely pfistroje Permegear Fraction Collector FC33

Vzorky klZe byly vloZeny do permeacnich cel a po dobu 30 minut byly ponechiny
v kontaktu s receptorovou kapalinou. Receptorova kapalina byla slozena z fostatového pufru
(Biosera, Francie), 0,05% gentamicin sulfatu (Sigma Aldrich, Némecko) a 1,5% Brij 020
(Sigma Aldrich, USA). Pritok receptorové kapaliny byl peristaltickym ¢erpadlem nastaven
na 33,3 uL-min!, coZ odpovid4 priitoku 2 mL za jednu hodinu. Poté byly na vzorky kiizi
naneseny koneéné davky (10 uL-cm™) testovanych disperzi, na dva vzorky anatas a na dalsi
dva rutil 5. Recirkula¢ni vodni lazen byla nastavena na teplotu 32 °C, jez byla konstantni po

celou dobu experimentu. Celkovéa doba dermdlni expozice ¢inila 24 hodin.
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5.6 Histologické fezy kiize

5.6.1 Fixace vzorku kaze

Po 24hodinové dermalni expozici disperzemi TiOz byly dva vzorky kiize —jeden po expozici
anatasem a jeden rutilem 5, umistény do plastovych komurek a vlozeny do fixa¢ni kapaliny
Roti Histofix ECO plus (Carl Roth, Némecko) na dobu 48 hodin (obrazek 16). Roti Histofix
ECO plus je fixacni ¢inidlo na bazi hexamethylentetraminu. Na rozdil od béZzn¢ vyuzivaného
formaldehydu se jedna o netoxicky roztok. Pfi vyuZiti tohoto fixa¢niho ¢inidla je nativni
morfologie tkdn¢ zachovana a nedochazi k tvorb¢ artefakti, takze je zabranéno smrstovani

vzorku kize.

Obrazek 16 Fixace vzorku kuze

5.6.2 Zalévani vzorki kuZe do parafinu

Po fixaci byly vzorky nachystany na zalévani do parafinovych blokli odvodnénim (vzestupna
alkoholova tada), projasnénim a prosycenim. V tabulce 2 jsou znazornény jednotlivé pouzité

chemikalie a doba, po kterou byly vzorky v této chemikalii umistény.
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Tabulka 2 Chemikalie a jejich doby expozice pro piipravu vzorkl kiize na zalévani

parafinem
Chemikalie Doba expozice [h]

70% Ethanol 1

80% Ethanol 1

95% Ethanol 1

100% Ethanol 1

Xylen I, 1
Parafin (58—60 °C) 2,48

Z divodu pouziti parafinu, tedy ve vodé nerozpustného zalévaciho média, bylo nutné
odvodnit vzorky svyuzitim vzestupné fady ethanolu (Penta, Ceska republika).
Pii odvodnéni tkané casto dochazi k jejimu smrsténi. Pii zvoleném postupu vyuzivajici
vzestupnou alkoholovou fadu dochazi k co nejmensimu smrsténi kiize. Déle byly vzorky
projasnény xylenem (Sigma Aldrich, Némecko) a prosyceny rozpuSténym parafinovym
voskem (Leica Mikrosysteme, Némecko). Pfi projasnéni se vzorek klze prosyti
rozpouStédlem a tim se tkdn zprlsvitni. Z divodu teploty tani parafinu
56 °C byly tyto vzorky umistény po celou dobu expozice v susarné¢ UN30 (Memmert GmbH.,
Némecko) pfi teploté¢ 60°C. Po prosyceni byly vzorky vyjmuty z plastovych komurek,
vlozeny do forem, jez byly nachystany na pozadovany tvar parafinového bloku, a zality
rozpusténym parafinovym voskem. Po zaliti voskem byly ponechany ztuhnout

pfi laboratorni teploté.

5.6.3 Kréjeni fezii

Ztuhnuté parafinové bloky se vzorky klize byly krajeny na rotacnim mikrotomu Pathtome
LS 2065A. Mikrotom spolecné s detailem krajeni parafinového bloku je zobrazen
na obrazku 17. Pomoci mikrotomu byly postupné vytvoteny fezy o tloustce 30-200 pum a to

po 10 pm krocich.
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Obrazek 17 Rota¢ni mikrotom (vlevo) a detail na krajeni parafinového bloku (vpravo)

Rezy byly piimo z mikrotomu vloZeny do vodni 14zné o teplot& 40 °C z diivodu narovnani
a vypnuti fezl. Z této vodni lazné byly poté opatrné po jednom nabirany na podlozni sklo

(obrazek 18) a ponechany pfi laboratorni teploté vyschnout (obrazek 19).

Obrazek 18 Nabirani fezu z hladiny teplé vody na podlozni sklo
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Obrazek 19 Rezy parafinového bloku o riiznych tloustkach
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5.7 Stripovani kiize

Stripy vzorkl kiiZze po dermalni expozici oxidu titanicitého byly vytvotfeny ze zbyvajicich
dvou vzorkll (jeden anatas, jeden rutil), tedy z téch, které nebyly pouzity na pfipravu
histologickych fezli. Klize byla nejdfive omyta jemnym proudem demineralizované vody,

aby byly odstranény disperze, jez zustaly na kuzi, jak je vidno na obrazku 20.

Obrazek 20 Vzorky ktize po dermalni expozici disperzi TiO2 — rutil (vlevo), anatas
(vpravo)

Technika stripovani zahrnuje postupné odstrafiovani bunéénych vrstev stratum corneum
aplikaci kouskt adhezivni pasky (obrazek 21). Paska je aplikovéna tlakem, aby se zajistilo
jeji prilnuti ke kazi. Tlak a rychlost aplikace by mély byt béhem celého procesu stejné, aby
byla zajisténa homogenita relativniho mnoZstvi odstranéného SC. [37] Celkem bylo
vytvotreno 20 stripti ze vzorku po expozici anatasem a 20 stripil ze vzorku po expozici
rutilem 5. Prvni strip neni pro hodnoceni pouzit, nebot’ mize obsahovat velké mnozstvi
testovanych disperzi, jez se nepodafilo omyt vodou, a které by mohly ovlivnit vyhodnoceni

experimentu.
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Obrazek 21 Stripovani vzorki kiize
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Oxid titani¢ity patfi mezi top 5 nejcastéji vyuzivanych nanocéstic ve spotfebnich
produktech, mezi které patii kosmetika, potraviny, ¢i pigmenty. [48] Rostouci vyuzivani
materialti s obsahem TiO» vede téZ k jeho zvySené expozici na lidsky organismus. S tim jsou
spojend ruzna zdravotni rizika dopadajici na clovéka. TiO» je nejcastéji vyuzivan
v dermalnich produktech, a to hlavné v opalovacich ptipravcich a riznych krémech urcenych
na kozni oSetfeni, naptiklad akné, atopickou dermatitidu, hyperpigmentované kozni 1éze
a dalsi. [49]. Z téchto aplikaci je ziejmé, ze k orgdnlim nejCasteji vystavovanym casticim
TiO;, patii lidska kize. Z tohoto divodu je tato prace zamétena pravé na transdermalni
absorpci po expozici titanovym c¢asticim. Kize byla vystavena dvéma, nejcastéji se

vyskytujicim, krystalovym formam tohoto oxidu.

V ramci prakticke casti této diplomové prace byly piipraveny histologické fezy a stripy ktize
usniho boltce prasete, ktera byla po dobu 24 hodin exponovana disperzim oxidu titanic¢itého
v transdermalnim difiznim systému. Byly pouzity dvé syntetické krystalové formy oxidu
titani¢itého anatas a rutil, pficemz obé formy byly podrobeny histologickym feziim
1 stripovani. Ob¢ techniky byly vyhodnoceny mikroskopicky pomoci mikroskopu I1X81
(Olympus, Japonsko) s digitalni kamerou DFC480 (Leica Mikrosysteme, Némecko).

6.1 Integrita kiize

Integrita ktize je velmi dllezity parametr ovlivitujici pronikani ¢astic skrze tento organ. Pro
testovani transdermalni absorpce je nezbytné, aby si kozni vzorky zachovali svou celistvost.
Nevhodné zachdzeni s biologickymi vzorky mtize vést k poskozeni stratum corneum, tedy
k poskozeni kozni bariéry. Proto je nutné pred samotnym testovanim ptipravené vzorky ktize
zkontrolovat. Existuje n€kolik parametri, které je mozné stanovit pro ur€eni neporusenosti
vzorku tkané. Jedna se napiiklad o metody sledovani transepidermalni ztraty vody (TEWL),
transepitelialni elektrické resistence (TEER) nebo toku tritiové vody (TWF). Méteni TEWL
je Siroce vyuzivanou metodou ke sledovani celistvosti kozni bariérové funkce. Jedna se o
neinvazivni metodu, pii které se mefi mnozstvi odpafené vody (pary) z kiize do okolni
atmosféry. Pro toto sledovani se vyuziva tewametr, ktery je pfiloZen na vzorek klize a data
sbira v riznych Casovych intervalech. Méfeni tewametrem je znazornéno na obrazku 22
TEWL se vyjadiuje jako mnozstvi odpafené vody za jednotku ¢asu. Hodnota TEWL nesmi

piesahovat hodnotu 15 g'm?-h!.
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Obrazek 22 Métfeni TEWL vzorku kuze

Zaroven je dulezité pouzit vzorky kiize s pfiblizné stejnou tloustkou, protoZe prave tloustka
muZe ovlivnit absorpci a tim padem by nebylo mozné vysledky mezi sebou porovnavat. Pro
experiment byly vybrany ¢tyfi vzorky s tloustkou 1,63 + 0,14 mm a hodnotou TEWL 11—
12,4 g¢'m2-h’. V tabulce 3 jsou naméfené hodnoty tloustky a TEWL pro vechny vzorky

ziskané z klize, ¢tyfi vzorky vybrané pro experiment jsou ¢ervené oznaceny.

Tabulka 3 Hodnoty tlouStky a TEWL vSech vzorki kiiZze

Vzorek Tloust’ka [mm] TEWL [g'm™2-h!]
1 1,206 10,4
2 1,637 12,0
3 1,444 12,4
4 1,209 12,9
5 1,184 12,1
6 1,780 11
7 1,270 13
8 0,822 12,1
9 1,057 12,7
10 1,650 12,4
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6.2 Histologické rezy kiize

Histologické tezy kiize ndm umoziiuji pohled na jeji mikroskopické struktury. Na
histologickém priifezu je mozné sledovat jednotlivé vrstvy klize, a tak je mozné sledovat, do
které vrstvy Castice penetruji. Nutno ale podotknout, Ze v nékterych pfipadech je nutné
k zobrazeni castic v jednotlivych vrstvach vyuzit mikroskop s velmi vysokym rozliSenim
anebo pouzit specifické histologické barveni. Zaroven je diky histologickému barveni
mozné sledovat 1 zmény ve struktufe tkané nebo i1 piipadné rGzné patologické zmény
zpusobené po expozici ¢asticemi. Na histologické pozorovani se vyuziva celistva ¢ast tkané.
Tuto tkan je vSak nutné pred mikroskopickym sledovanim vhodné upravit a to tak, ze se
z klize musi pfipravit co nejtenci fezy. Pred samotnym krajenim fezl je nutné provést fixaci
tkan¢ a jeji zalévani. Pii fixaci dochdzi k tzv. zakonzervovani, a to Setrnou denaturaci
enzymovych proteinti. Diky tomuto procesu se pfedchazi znehodnoceni vzorku. Bez fixace
by vzorek kiize mohl zacit podléhat procesu rozkladu, ¢imZ by ztratil pfirozeny tvar
a strukturu. Poslednim krokem pted fezanim plati je jiz vzpominané zalévani vzorku kiize.
Zalévani je proces, bez kterého by nebylo mozné kizi nafezat na mikrotomu. B&hem
zalévani je vzorek kize zakomponovan do zalévaciho média, v tomto piipadé do

parafinového vosku.

Pipravené parafinové preparaty kize byly natezany pomoci rotacniho mikrotomu na fezy
o riznych tloustkach. Nejtenci fezy mély tloustku 30 pm, nejsilngjsi 200um. Pro
mikroskopické vyhodnoceni byly pouzitelné pouze fezy o tloust'ce 40 a 50 um, pfi¢emz ani
u téchto ezl nebylo mozné rozeznat ¢astice TiO; ani jedné krystalové formy ve strukturach
kiize. Rezy tloustky 30 pm nebyly pouzitelné z diivodu droleni kiiZe, proto také nebylo
mozné vytvofit fezy o mensi tlouStce. Droleni klize mohlo byt zplisobeno nevhodné
zvolenym zptsobem fixace ¢i odvodnéni kiize anebo typem formy, ve které tuhly parafinové

bloky se vzorky, jez byla papirova a pii tuhnuti doslo k mirnému propadnuti bloku uprostied.

Na obrazcich 23 a 24 vidime fezy kiiZze po expozici anatasem o tloustkach 40 a 50 pm. Je
patrné, Ze vétSina Castic zistala na povrchu kiize ve forme agregatt riiznych velikosti. Jejich
penetrace do klize vSak neni jasn€ prokazatelnd, nebot’ kiize o této tloust'ce neni optickym
mikroskopem mozno zaostfit. Prinik oxidu titani¢itého do hornich vrstev stratum corneum
je vSak pravdépodobny. Lademann a kol. zkoumali prinik TiO» (komer¢ni opalovaci
emulzni pfipravek typu o/v) na histologickych, 10 um Sirokych, fezech lidské ktize odebrané

biopsii. TiO; byl detekovan v hornich vrstvach stratum corneum a ve vlasovych folikulech,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

véetné jejich hlubSich ¢astech, avSak tuto pfitomnost nelze interpretovat jako prinik do

zivych vrstev kilize, nebot’ i tato ¢ast folikulu je pokryta SC. [50]

Obrazek 24 Histologicky fez kiize o tloust’ce 50 um po expozici TiO; (anatas)
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6.3 Stripovani kiize

Vzhledem k faktu, Ze z histologickych fezi nebylo mozné jasné ur¢it, zda a do jaké vrstvy
ktze castice absorbuji, bylo dalSim krokem pro stanoveni, kam az jsou Castice skrze kizi
schopné migrovat. K tomu bylo vyuzito tzv. stripovani kize. Jedna se o minimalné invazivni
techniku, pfi které¢ dochazi ke strhavani jednotlivych vrstev korneocytt. Diky této metode¢ je
pak mozné urcit absorbované mnozstvi ¢astic v jednotlivych vrstvach stratum corneum.
Z kazdého vzorku kiize bylo vytvoreno 20 stript, pfi€¢emz 1. strip pfedstavuje nejsvrchné;si
odtrzenou cast stratum corneum a 20. naopak tu nejhlubsi (tedy nejblizsi zivotaschopné
epidermis). Nelze vsak ptimo fict, Ze kazdy strip piedstavuje presné jednu bunécnou vrstvu

SC.

Detekce oxidu titani¢itého byla pro vSechny stripy, kromé prvnich u obou vzorkl kize,
vyhodnocena vizualn€ pomoci mikroskopu. Vétsina TiOz bylo shodné u obou krystalovych
forem detekovana ve druhém a tietim stripu, pficemz mnozstvi se s kazdym dal$im stripem
rapidné snizovalo. Na obrazcich 25 a 26 mizeme sledovat pfitomné velké mnoZzstvi Castic

Ti0,, a to jak ve form¢ anatasu (obrazek 25), tak ve formé rutilu (obrazek 26).

Obrazek 25 2. strip kiize po expozici TiO; (anatas)
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Obrazek 26 2. strip ktize po expozici TiOz (rutil)

Na ptilozenych obrazcich (25-26) je také patrny rozdil ve velikosti ¢astic jednotlivych
krystalickych forem, kdy rutil s vétsi velikosti krystalu tvofi oproti anatasu také patrné vétsi
agregaty.

Castice anatasu byly detekovany do 19. stripu (obrazek 27), zatimco &astice rutilu byly
detekovany 1 v poslednim 20. stripu (obrazek 28). Pro lepsi znazornéni jsou piitomné Castice
zaznaceny v ¢erveném kruhu. Rozdil ve velikosti agregatu jednotlivych forem je patrna i na
téchto obrazcich. Rutil, prestoze se jedna o 20. strip a teda hlubokou vrstvu, se stale
vyskytuje ve formé velkého agregatu o rozméru az 100 um. U obou krystalickych forem
bylo mnozstvi TiO2 v téchto poslednich stripech velmi malé. Navzdory tomu je mozZné

konstatovat, ze ¢astice TiO> jsou schopné penetrovat hluboko do stratum corneum.
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Obrazek 27 19. strip kiiZze po expozici TiO; (anatas

- =

. . "' b5 .h.“

Obrazek 28 20. strip kiize po expozici TiO; (rutil)
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ZAVER

V ramci této diplomové prace byly popsany vlastnosti a vyuziti oxidu titani¢itého, ptredevsim
jeho nanocastic, charakteristika a aplikace nanocastic obecné a soucasn¢ byla hodnocena
také jejich dermalni expozice.

V teoretické Casti byly shrnuty vlastnosti a nej¢astéjsi aplikace oxidu titanicitého vcetné jeho
pouziti jako potravinové piidatné latky E 171. Také byl definovan nanomaterial a moznosti
vyuziti oxidu titani¢ittho v nano formé s dirazem na jeho spolecné vyuziti s oxidem
zineCnatym jako filtrd ultrafialového zafeni. Byly popsany moznosti vyroby nanocastic
oxidu titani¢itého, vcetné jejich vyhod a limitaci. Nejvice prostoru bylo vénovano
biologickému piistupu, tzv. zelené syntéze, jez je z hlediska velké spotieby t€chto nanocastic
nejlepsi variantou, at’ uz z hlediska ekologického, finanéniho nebo ¢asového.

Vzhledem k Castému pouziti nanocastic TiO, v kosmetickych ptipravcich aplikovanych na
ktzi byla v dalsi kapitole popsana ktze, jeji ochrannd funkce a zplisoby, kterymi mohou
nanocastice penetrovat pies kozni bariéru do hlubSich vrstev kiize. Bylo zhodnoceno
perkutanni pronikani pfipravku na ochranu proti slune¢nému zafeni s nanoc¢asticemi oxidu
titani¢itého a zinecnaté¢ho. Nakonec byla shrnuta moznd zdravotni rizika spojena
s nanocasticemi TiO; a jejich vliv na zivotni prostiedi.

V praktické ¢asti byla hodnocena transdermdlni absorpce disperzi oxidu titani¢itého in vitro
na ktzi z u$niho boltce prasete. Byly pouzity dvé krystalové formy oxidu titani¢itého, které
jsou bézn¢ pouzivany v komerc¢nich piipravcich, anatas a rutil. Dermalni expozice TiO; byla
simulovana v systému difuznich permeacnich cel a exponovana kiize byla hodnocena
technikou stripovani a pomoci histologickych fezl kiize. Ob& vyhodnoceni byla provedena
vzdy pro jeden vzorek po expozici anatasem a jeden po expozici rutilem.

Ptiprava histologickych fezii kiize zahrnuje Casové narocnou piipravu vzorki, zahrnujici
fixaci, odvodnéni, projasnéni, prosyceni a az poté nasledné zaliti do parafinovych blokd, jez
jsou krajeny na fezy. Byly vytvofeny fezy o tloustce 30-200 um, pro mikroskopicke
vyhodnoceni byly pouzitelné pouze 40 a 50 um. U obou vzorki bylo optickym mikroskopem
pozorovano velké mnoZstvi agregati TiO2 na povrchu kiiZe, jejich penetraci do kiiZze nebylo
schopné prokazat, avsak na kiizi nebyly pozorovany zadné patologické zmény ani zmény
struktury.

Technikou stripovani bylo vytvofeno z kazdého vzorku kiuize 20 stripti. VétSina oxidu
titani¢it¢ho byla u obou krystalovych forem detekovana ve druhém a tfetim stripu, pfi¢emz

prvni strip neni pro vyhodnoceni pouzit z divodu mozného obsahu velkého mnoZzstvi
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testované disperze, ktera nebyla odstranéna omytim. Céstice anatasu byly pozorovany do
19. stripu, castice rutilu i v poslednim 20. Ptestoze bylo mnozstvi obou krystalickych forem
oxidu titani¢it¢ho v poslednich stripech velmi mal¢, je nutné konstatovat, ze jsou Castice

TiO2 schopny penetrace hluboko do stratum corneum.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

*O2” Superoxidovy aniontovy radikal

*OH Hydroxylovy radikal

ANSES Francouzska agentura pro bezpecnost potravin
CVD Chemicka depozice z plynné faze

DIN Némecky institut pro normalizaci

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

EU Evropska unie

FPs Jemné Castice

GS Zelena syntéza

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
IPD Okamzité ztmavnuti pigmentu

ISO Mezindrodni organizace pro normalizaci
log Logaritmus

NPs Nanocéastice

o/v Emulze olej ve vodé

pH Vodikovy exponent

PPD Pretrvavajici ztmavnuti pigmentu

PVD Fyzikalni depozice z plynné faze

SC Stratum corneum

SCCP Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele
SEM Rastrovaci elektronova mikroskopie

SPF Ochranny slunec¢ni faktor

TEER Transepitelidlni elektricka resistence

TEM Transmisni elektronovd mikroskopie
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TEWL
Ti

TiCls
TiO2
TWF
USFDA
uv

UV filtr
VD

v/o

Zn0O

Transepidermalni ztrata vody

Titan

Chlorid titaniCity

Oxid titaniCity

Tok tritiové vody

Americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
Ultrafialovy

Filtr ultrafialového zateni

Depozice z plynné faze

Emulze voda v oleji

Oxid zine¢naty
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