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ABSTRAKT

Predmetom diplomovej prace je popisat’ nanomateridly a nanocastice so zameranim sa na
oxid titanicity, ich pdsobenie na I'udsky organizmus, priblizenie mechanizmu toxického
ucinku danych castic a legislativne poziadavky tykajuce sa danej problematiky. Prakticka
Cast’ sa venuje stanoveniu vel'kosti Castic oxidu titani¢itého vo fyziologickych tekutinach a
v simulovanych tekutinach traviaceho traktu metddou dynamického rozptylu svetla. Dalej
su vybrané vzorky blizSie charakterizované stanovenim zeta potencidlu a pomocou SEM.
Posledna cast’ je venovand stanoveniu cytotoxicity vybranych vzoriek podl'a nariadenia

OECD.

KTlacové slova: Nanocastice, oxid titani¢ity, dynamicky rozptyl svetla, cytotoxicita.

ABSTRACT

The diploma thesis is dealing with the description of nanomaterials and nanoparticles. It
mainly focuses on titanium dioxide, its influence on the human body, toxic impact and
legislation requirements regarding the given topic. The experimental part consists of the
investigation of particle sizes of TiO2 in physiological fluids and also in simulated fluids of
the digestive tract via dynamic light scattering. Furthermore, selected samples are in more
details characterized by determination of zeta potential and with the help of SEM. The
final part of the thesis covers the determination of cytotoxicity of selected samples, which

is based on the OECD regulation.

Key words: Nanoparticles, titanium dioxide, dynamic light scattering, cytotoxicity.
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UvVOD

Vyuzitie nanomaterialov, kde sa zarad’'uju aj nanocCastice v priemysle v sucasnosti stipa zo
dna na den a ich aplikacie su Siroké. V buducnosti sa predpoveda, zZe pouzivanie nanocastic
bude hrat’ rolu takmer v kazdom aspekte l'udskej ¢innosti. V kozmetickych pripravkoch sa
zvacsa vyskytuje oxid titaniCity a oxid zino¢naty, ktoré maju prednostne tlohu fyzikalnych
UV filtrov. Vyuzitie nanocastic v kozmetike vSak tymto nekonc¢i. Okrem UV filtrov
v kozmetike najdeme aj iné zluCeniny, ako napriklad striebro, ktoré ma antibakteridlne
ucinky, ¢i oxidy Zeleza s vyuzitim ako pigmenty. Zaroven sa nevyuzivaji iba nanomaterialy
z prirodnych zloziek, ale aj syntetické, umelo vytvorené materialy, ktoré maju taktiez Siroké
spektrum vyuzitia. Aplikdcie nanoCastic vSak predstavuju aj doévod na obavy oich
bezpecnosti, kedze sa diskutuje otom, ¢i moézu dané materidly prenikat’ do l'udského
organizmu. Aj ked’ sa vyskum celosvetovo zameriava na analyzu bezpecnosti nanocastic,
nie je este stanovisko, ktoré by uplne vylucovalo ich Skodlivy G¢inok na organizmus. Zdrava
Pudské koza by mala byt u¢innou bariérou pri prenikani nanocastic do tela, no organizmus
moze byt vystaveny ich Uc€inku aj pri poziti ¢i inhalovani.

Z praktického hl'adiska sa preto vyskum sustreduje na mnoho cielov. Jednym z nich je
sledovanie osudu TiO2 nanocastic po ich ordlnom poziti, ktoré je napr. relevantné, pokial’ su
nanocastice pouzité v kozmetickych pripravkoch prichadzajucich do styku s ustnou dutinou
a perami (napr. ruz). Pri poZiti sa nanoCastice vyskytnu v prvom rade v Ustnej dutine, kde
moZe dochadzat k interakcidm so slinami. Ak nanocastice budu putovat’ gastrointestinalnym
traktom, bude dochadzat’ taktieZ k interakcidm so Zaludo¢nymi €1 ¢revnymi tekutinami, kde
sa nanocastice v zavislosti na tychto prostrediach mézu menit. Touto problematikou sa
diplomova praca zaoberd. Na dany vyskum je pouzita metdda dynamického rozptylu svetla
(DLS), ktora objastiuje spravanie sa nanocastic v roznych disperznych prostrediach, na

zéklade sledovania zmeny ich velkosti.

V praktickej Casti sa diplomova praca ststred’uje tiez na objasnenie vplyvu UV Ziarenia na
nanocastice, kedze expozicia slneénému Zziareniu je pri aplikaciach v opalovacich
prostriedkoch najviac pravdepodobna. S vplyvom UV Ziarenia na nanocastice taktiez stvisi
aj testovanie cytotoxicity nanoCastic TiO» na viabilitu buniek. Vzhladom k Casovej
narocnosti experimentdlnej prace s TiO> neboli do diplomovej prace zaradené pdvodne
planované testy s oxidom zino¢natym a bol uprednostneny vyskum problematiky spravania

sa T10, v simulovanych telesnych tekutinach.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NANOMATERIALY

1.1 Definicia nanomaterialov

Vroku 2011 prijala Eurépska tUnia definiciu nanomateridlu (odporucanie o definicii
nanomaterialu 2011/696/EU), podl'a ktorého nanomaterial znamenéa prirodzeny, nahodny
alebo vyrobeny material obsahujuci Castice v neviazanom stave, alebo ako agregat i
aglomerat, kde 50% alebo viac Castic v rozlozeni velkosti ¢isel méd jeden alebo viac
vonkajsich rozmerov v rozsahu velkosti od 1-100 nm. V osobitych pripadoch a tam kde to
vyplyva z dovodov tykajicich sa Zivotného prostredia, zdravia a bezpecnosti, moze byt

prahova hodnota 50% nahradend hranicou 1-50%. [1]

1.2 NanoStruktury a nanocastice

Nanostruktiry — teda Castice a Struktary, ktoré maji velkosti o rozmeroch medzi 1 nm az
100 nm, povazujeme za zakladné stavebné jednotky nanomateridlov. Ich skimanim a
objavovanim sa zaobera nanoveda, ktorej hranice sa vSak nedaju presne vymedzit'. Zahiha
oblasti fyziky, pevnych latok, chémie, inzinierstva aj molekularnej bioldgie. Z tohto plynie,
ze nanotechnoldgie mdzeme povazovat za intedisciplindrne a prierezové technologie,
zaoberajuce sa praktickym vyuZitim novych a neobvyklych vlastnosti nanomateridlov pre

konstrukciu novych Struktar, materidlov a zariadeni.[2] [3]

1.3 Metédy vyroby nanocastic

Hlavny rozdiel medzi nanotechnoldgiami a konvencnymi technolégiami je v metéde vyroby
Struktar. Zatial' ¢o nanotechnologie preferuju sposob ,,bottom-up*, konvenéné technoldgie

sa zvycajne priklanaju k metode ,,top-down. [3]

1.3.1 Metoda top-down

Vyraz ,top-down® , teda ,,zhora-nadol*“ oznacuje metodu, v ktorej sa vécSie organizacie
zmens$uju do nanorozmerov, pricom zachovavaji pévodné vlastnosti bez kontroly atomove;j

urovne. [4]
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1.3.2 Metoda bottom-up

»Bottom-up®, teda ,,zdola-nahor* oznacuje metoédu, pri ktorej sa  atdbmy a molekuly
zhromazd’uju do najmenSich nanostruktir, vac¢sinou o rozmeroch od 2 do 10 nm. Tento
sposob vyuziva na vyrobu cCastic kontrolované chemické reakcie a schopnost
samozostavovania a samoorganizacie Castic. V prirode moézZeme tito metddu pozorovat pri

vzniku zlozitych biologickych Struktar. [5]

ZHORA-NADOL NEACNHTIE ZDOLA-NAHOR

NANOCASTICE

. - P AT
“emd cl g o 4 G e o5

-~ . -
/[stupny Prasok
material

Zoskupenie  Atomy

Obr. 1. Porovnanie metod top down a bottom up. [6]

1.4 Historia nanocastic

Skord histéria nanocastic sa prejavila uz v 9. storo¢i, kedy remeselnici v Mezopotamii
vyuZivali nanocastice zlata a striebra na vytvorenie trblietavého tc¢inku pri zdobeni hrncov.
V starom Egypte sa zase vyuzival spdsob farbenia vlasov pomocou nanocastic PbS (sulfid
olovnaty — galenit), ktorymi bolo dosiahnuté ich dlhodobé a stile Cierne zafarbenie.
V stredoveku pouzivali sklari ako prisady praSky roznych kovov alatok na dosiahnutie
zaujimavého farebného efektu skla. ISlo predovSetkym o zlato, striebro, siru a selén. Bolo
dokazané, Ze tieto latky sa v skle vyskytovali vo forme nanokrystal'ov. Kovové nanokrystaly
sa vyuzivali taktiez v 13. — 16. storo¢i na vytvorenie lesku glazovanej keramiky. V roku
1861 britsky chemik Thomas Graham popisal suspenziu obsahujlicu €astice o rozmeroch
1-100 nm, ktord nazval koloidnym systémom a polozil tak zaklad nového odboru —
koloidnej chémie. Prvii vedeckt zmienku o vlastnostiach nanocastic poskytol v roku 1857
Michael Faraday v jeho diele Experimentidlne vztahy zlata (a inych kovov) na svetlo.

V rokoch 1950 az 1960 sa svet zameral na vyuzitie tychto Castic v oblasti farmécie
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a dodavania liekov do organizmu. Jeden z vedcov, ktory sa oto zasluzil bol Peter Paul
Speiser a jeho vyskum zamerany najprv na polyakrylatové perlicky pre peroralne podanie
aneskor na vyvin prvych nanocastic na ucely dodéavania liekov a vakcin. Zatial’ co l'udia
objavili nanotechnolégie zhruba v 20. storo¢i, priroda tento pojem pozna uz celé tisicrocia.
Vicsina zivotnych procesov prebieha v nanorozmeroch a cela rada biologickych materialov
a objektov moze byt zaradena medzi nanocastice. Prikladom su virusy (10-200 nm) alebo

baktérie (5-50 nm). [2] [7]

1.5 Vlastnosti nanomaterialov

Vlastnosti nanomateridlov su Specifické a zéavisia od Struktury i zlozenia. Tieto vlastnosti
vSak mézu byt modifikované zmenou relativneho vplyvu medzifazového spravania,
makroskopickych vlastnosti vstupného materialu, ¢i charakteristickymi rozmermi
jednotlivych ~ komponentov daného materidlu. V zavislosti od fyzikdlneho alebo
chemického charakteru kazdej zlozky existuje komplexna suvislost medzi Strukturou
a zlozenim materidlu. V porovnani s ¢asticami v beznych rozmeroch vykazuji nanocastice
jedine¢né fyzikdlne vlastnosti vratane elektrickych, katalytickych, magnetickych,
mechanickych, tepelnych ¢i zobrazovacich. Vd’aka tymto Specifickym charakteristikam su
nanomateridly vo velkej miere vyuZzivané v lekarskych, farmaceutickych, strojarskych ¢i

inych odvetviach.[7] [8]

1.5.1 Fyzikalno-chemické vlastnosti nanomaterialov

Medzi hlavné parametre nanocastic patri ich tvar (popripade pomery stran), velkost' a
morfologickd Struktira danej latky. NanocCastice sa mozu vyskytovat vo forme aerosolu
(najcastejSie pevnd alebo kvapalna latka vo vzduchu), suspenzie (tuhd latka v kvapaline),
alebo emulzie (dve kvapalné fazy). V pritomnosti istych povrchovo aktivnych chemickych
¢inidiel mézu byt ich medzifdzové vlastnosti pozmenené. Takéto ¢inidla mo6zu nepriamo
poOsobit’ ako stabilizatory pri koagulacii ¢i agregacii tym, ze zachovavaju naboj a upravuju

povrchovu vrstvu Castice.[7]

1.5.2 Optické vlastnosti

Niektoré materidly sa pri prechode do nano rozmerov javia v inej farbe ako za beznych
vel'kosti. Prikladom je zlato, kedy jeho nanocastice vykazuju Cervenu farbu. Tento jav je

spdsobeny takzvanou povrchovou plazmoénovou rezonanciou, ktord je u zlata zodpovedna za



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

absorpciu modrozelenej Casti spektra (450 nm), zatial’ ¢o odraz je v ¢ervenom spektre (700

nm). [§]

1.5.3 Teplota topenia

Bod topenia vyrazne klesd, s priblizovanim sa velkosti Castic k nano rozmerom. Tieto
zmeny su sposobené tym, ze nanomaterialy maju ovela va¢si pomer povrchu k objemu ako
vstupné praskové (bulk) materidly. Jav stvisiaci s poklesom teploty topenia je dolezity pri
materidloch, ktoré sa v nano rozmeroch topia pri teplotach o stovky stupnioch nizsich.

Prikladom st nanolinky, nanotrubice a samotné nanocastice. [8]

1.5.4 Mechanicka pevnost’

Nanomaterialy mézu dosahovat’ az jeden alebo dvojnasobne vysSiu pevnost’ v porovnani s
konven¢nymi materidlmi s rovnakym zloZenim. Premena materialov do nano Urovne zvysuje
krystalicki usporiadanost’ alebo redukuje defekty daného materidlu, o vedie k zvySenej

mechanickej pevnosti. [8]

1.5.5 Chemické vlastnosti

Reaktivita Castic v nano rozmeroch sa v porovnani s beZnymi materialmi enormne zvysuje.
V pripade nanocastic je 50% vsSetkych atomov povrchovych, v dosledku ¢oho maju
nanomateridly vysSiu energiu v porovnani s atdbmami pritomnymi v sypkych materidloch.
S tym suvisi aj fakt, ze elektrické vlastnosti tychto Castic su priamo spojené s chemickymi
vlastnostami. Interakcie nanocCastic tiez zéavisia od chemickej povahy povrchu, ktora sa

v porovnani s beZznymi materialmi nahle meni.

1.6 Klasifikacia nanomaterialov

Nanocastice modzeme vSeobecne rozdelit do dvoch hlavnych skupin na: organické
a anorganické. Organické nanocastice zahffiaju uhlikaté nanocastice (nanotrubice, fulerény),
zatial' Co anorganické moézu zahfiiat’ magnetické nanocastice, uslachtilych kovov (zlato

a striebro) a polovodi¢ové nanocastice (oxid titanicity a oxid zino¢naty). [7]

Dals$im typom nanocastic vyskytujtcich sa v r6znych odvetviach s nanocastice zaloZené na
konjugovanych polyméroch. Javia sa ako multifunkéné materidly s obrovskym

potencidlom a vyuzitim napriklad ako zobrazovacie Cc¢inidla, biosenzory ¢i fotonické
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zariadenia. Ich vlastnosti sa daju pomerne 'ahko prisposobovat’ pre pozadované aplikacie
prostrednictvom vyberu konjugovanych polymérov a povrchovej modifikacie. Atraktivite
tychto materialov prispieva aj ich jednoducha syntéza, jemné vlastnosti, mensia toxicita
avysSia  biologickd  kompaktibilita v porovnani s existujicimi  anorganickymi

nanocasticami. [9]

1.7 Toxikolégia nanocastic

Nanotoxikologia sa objavila az niekol'ko rokov po prvom rozmachu nanotechnologii, a teda
az po ich zavedeni do r6znych procesov ¢i vyrobkov. Nové vlastnosti materidlov vzniknuté
vdaka nano rozmerom (povrchové vlastnosti, chemickd reaktivita) putaju zvysSenu
pozornost’ nanotoxikologie. Zlozitost skimania toxicity nanomateridlov sa spédja so
schopnostou Castic viazat’ sa a interagovat’ s biologickou hmotou a menit’ svoje povrchové
charakteristiky v zavislosti od prostredia, v ktorom sa nachadzaju. Kategorizacia
nanomateridlov na zaklade ich toxicity nie je jednoduchd, vzhl'adom na to, ze nezavisi od
davky danej latky, ale od mnohych premennych (prostredie, materidl, vel'kost’, tvar, povrch,

naboj, povlak, aglomeracia, agregacia ¢i koncentracia). [10]

1.7.1 Mechanizmus toxicity nanocastic

Existuje niekol'’ko mechanizmov, ktoré mozu sposobit’ toxicitu nanocastic. Vac¢sina z nich je
zalozend na vzniku nadbytocnych reaktivnych foriem kyslika (reactive oxygen species -
ROS). Jeden zmoZnych mechanizmov indukuje navodenie oxida¢ného stresu pocas
rozpadu nanocastic na baze zeleze, ktoré katalyzuju generovanie ROS a tvorbu OOH-
(peroxylovych) a OH- (hydroxylovych) radikéalov z peroxidu vodika. Niektoré inertné nano
materidly nesposobujii spontannu produkciu ROS, ale st schopné navodit’ ich produkciu
v biologickych systémoch tym, Ze poOsobia na mitochondrie. ROS st pre organizmus
nevyhnutné a zaroven aj deStruktivne. Ich mierne hladiny zohravaji Specifické tlohy pri
mnohych bunkovych pochodoch vratane transdukcie signalu, pri génovej expresii, €1 pri
regulacii redoxného potencidlu proteinov. Na druhej strane, vysoké hladiny ROS mozu
navodit’ oxidacny stres a poSkodit’ bunky peroxidaciou lipidov, zmenou vlastnosti proteinov,
naruSenim DNA, zasahovanim do signalizacnych procesov v bunke, moduldciou
transkripcie génov. ROS tiez moéZu sposobit’ ochorenie obli¢iek, neurodegeneraciu,
kardiovaskularne ¢i pl'icne ochorenia a spotrebovanim elektronov z bunkovej membrany

navodit’ pokles fyziologickych funkcii a smrt’ buniek. Je zndme, ze hladina oxida¢ného
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stresu ovplyviluje bunkovu signalizdciu v troch stupnoch. Jeho nizka hladina zvySuje
transkripciu obrannych génov. Vyssia hladina aktivuje zépalovu signalizaciu a vel'mi vysoké

hladiny su spojené s aktivaciou apoptickych mechanizmov a nekrézy buniek. [10]
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2 NANOMATERIALY V KOZMETIKE A FARMACII

Rychly vyvoj nanotechnologii vyustil do rastiuceho poctu spotrebitel'skych produktov
zalozenych prave na nanomaterialoch. Vzhl'adom na ich jedinecné fyzikalne vlastnosti, dané
materidly vyrazne zmenili funkciu a aplikaciu komerénych produktov v oblasti oSetrovania
ran, kozmetiky, detergentov, balenia potravin, liekov, biosenzorov ¢i antimikrobidlnych
povrchov. V zaujme kozmetického priemyslu su aj nanocastice vyuzivané v systémoch
dodavania liekov, ktoré zahfiiajii nanoenkapsulacné vezikularne systémy, lipozomy, micely,
polymérne nanokapsule a.t.d.. Popularitu ziskali najmi nanocastice na baze mineralov
oxidu titanicitého (TiO2) aoxidu =zino¢natého (ZnO) pre ich schopnost odrazat
arozptylovat UVA a UVB Ziarenie. Vyrabaji sa vrdznych kompoziciach, tvaroch,

Struktarach ¢i velkostiach.
Vyhody pouzitia nanomaterialov v kozmetike:

e zlepSenie stability kozmetickych zloziek (napriklad nenasytené mastné kyseliny,
vitaminy, antioxidanty enkapsulované v nanocasticiach),

e zvySenie penetracie niektorych zloziek,

e zvySenie Ucinnosti UV filtrov na povrchu koze,

e zvySenie spotrebitel'skej atraktivity (transparentnost opalovacich pripravkov).
[11][12]

Pri pouzivani nanomateridlov v kozmetike je potrebné dodrziavat’ legislativne poZziadavky,

ktoré st uvedené v kapitole 4.

2.1 Spoésoby vyuzitia nanocastic v kozmetike

2.1.1 Nanocéastice v emulzii

Emulzifika¢né a solubilizacné technologie su pouzivané v kozmetike hlavne na starostlivost’
o plet’ ako su pletové vody, lotiony a telové mlieka ¢i krémy. Zmenou poradia mieSania
jednotlivych zloziek alebo tlaku v procese vytvarania emulzie je mozné ovladat  velkost’
emulgovanych castic na nanometre. Metody pripravy ultrajemnych emulzii sa
povrchova chemickd a mechanickd metdda. Z povrchovych chemickych metod sa vyuzivaju
najCastejSie fazova inverzia, aminokyselinova gélova emulzifikdcia, HLB (hydrofilne-
lipofilna rovnovaha) teplotna emulzifikacia, ale aj agregacnd metoda. Agregacnou metdédou

je mozné pripravit emulziu s velkostou Castic mensou ako 50 nm rozpustenim surfaktantu,
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oleja avody anaslednym ochladenim na izbovu teplotu, ¢im sa systém prenesie na
dvojfazova oblast. Pre vytvorenie emulzie s malymi rozmermi Castic je ddlezité pouzit
vhodny emulzifika¢ny pristroj. Poziadavkou je vysoka strihova sila, ale taktiez mechanické
sily ako Smykova, kavitatna a ndrazova. Medzi pristroje vyuzivané k emulzifikacii patria
vysokotlakovy homogenizator, ultrazvukovy emulgacny pristroj, staticky mieSaci pristroj,
nizkorychlostné¢ a vysokorychlostné mieSacie pristroje. Priemernd velkost’ cCastic
ultrajemnych emulzii je od 50 do 1000 nm. Aplikuju sa v kozmetike zvicSa kvoli
kontrolovanému prenosu zloziek v kozmetickych vyrobkoch starostlivosti o plet,
v deodorantoch, opalovacich pripravkoch, Sampdnoch a ostatnych pripravkoch na vlasy.
Vdaka svojim rozmerom emulzie ostavaju transparentné a stabilné po dlhsiu dobu. Maju
dobré biofyzikdlne a senzorické vlastnosti ako rychlost’ penetracie ¢i hydrataény ucinok.

[12]

2.1.2 Mikroemulzie

Mikroemulzie su definované ako homogénne, transparentné, termodynamicky stabilné typy
emulzii, v ktorych su dispergované kvapocky extrémne malé (menej ako 100 nm). Vznikaju
spoloénym zmieSanim oleja, vody a surfaktantu a kosurfaktantu. Surfaktant a kosurfaktant
sa do mikroemulzii priddavaji za GCelom stabilizacie systému, pretoze separacia olejovej

a vodnej fazy je jeden z najcastejSich dovodov rozpadu emulzie. [13] [14] [15]

2.1.3 Nanocastice v disperznych systémoch

Nanocastice pouzité v disperznych systémoch su typické hlavne pre pripravky na ochranu
proti UV Ziareniu. V tychto typoch kozmetickych pripravkov sa okrem organickych filtrov
absorbujuicich UV Zziarenie mieSaju aj nanocastice oxidu titani¢itého ¢i oxidu zino¢natého,

ktoré maju schopnost’ dané Ziarenie rozptylovat’ a odrazat’. [12]

2.1.4 Nanocdcastice ako funk¢éna nanokonzervacia

Povrch niektorych castic (kyseliny, zasady), vykazuje v spojeni s nanocCasticami istl
katalyticka aktivitu, ktord mdze spdsobit’ degradaciu parfumov ¢i olejov. V pripade pouzitia
nanocCastic s velkym Specifickym povrchom je potrebné tejto aktivite zabranit. Funk¢na
nanokonzervécia sa realizuje pomocou 2,4,6,8-tetramethylcyklotetrasiloxanu, ktory vytvori
na povrchu Castice sietovany silikon s hrubkou do 1 nm. Vd’aka tejto konzervacii sa zabrani

katalytickej aktivite a tym aj zhorSeniu senzorickych vlastnosti parfumov ¢i olejov. [16]
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2.1.5 Transportné systémy

Pravdepodobne najcastejSim dovodom pouzitia nanomateridlov v kozmetike je zlepSenie
dodavania kozmetickych prisad do koze. Malé velkosti lipidickych vezikal m6zu umoznit
rychlejSie vstrebavanie nanomaterialov do pokozky. Vedecké Studie tejto problematiky
preukazali rozdielne vysledky, ktoré¢ boli spdsobené pravdepodobne Studijnymi
podmienkami a rozdielnymi vlastnostami skiimanych materialov ako je velkost a stabilita
nanocastic. Rozdielne fyzikalno—chemické vlastnosti tychto vezikul ovplyvnuju interakcie
danych zloziek s kozou. Niektoré vezikuly nemusia prenikat’ do koze, ale ich ulohou je
uvolnit dand zlozku na povrchu. Dal§im vyuZitim nanomateridlov v kozmetike je
poskytnutie stability kozmetickym formuléciam, ktoré obsahuju zlozky rozkladajice sa

pdsobenim oxidacie, ¢i inych faktorov. [17]

2.1.5.1 Lipozomy

Lipozoémy predstavuju vezikuldrne Struktiry s vodnym jadrom, ktoré st obklopené
hydrofébnou lipidovou dvojvrstvou vytvorenou fosfolipidmi. Patria medzi najznamejSie
kozmetické transportné systémy sluziace na transdermalne podavanie jednotlivych latok.
Vyskytujii sa vo velkostiach od 15 nm do niekolkych pum amaja bud’ jednu vrstvu
(unilamelérne), alebo st viacvrstvové. Fosfatydilcholin, ktory je jednou z hlavnych zloziek
lipozomov je Siroko vyuzitelny v kozmetickych vyrobkoch pre starostlivost’ o plet’
a Sampoénoch, kvoli jeho schopnosti zméik¢ovania a kondicionovania. Boli vytvorené aj typy
lipozémov s postupnym uvolfiovanim latok (napriklad vitaminov) pocas dlhého casového
obdobia. Osvedc¢ili sa v pripravkoch na spomalenie vypaddvania vlasov a v starostlivosti
o plet, pretoze znizuju transdermalnu stratu vody a zvySuju prisun lipidov do stratum

corneum. [12]

2.1.6 Lipidické nanocastice

Prvé generacia pevnych lipidickych nanocastic (Solid Liquid Nanoparticles — SLN) bola
vyvinutda na zaciatku 90. rokov ako alternativa pre nosi¢e emulzii, lipozomov i
polymérnych nanocastic. SLN st vyrabané nahradenim kvapalného lipidu v emulzii o/v
pevnym lipidom, alebo zmesou pevnych lipidov, ktoré¢ st tuhé aj pri telesnej teplote.
Stabilizacia SLN sa prevadza pomocou povrchovo aktivnych latok. Ich funkcia spociva
v ochrane enkapsulovanych zloziek, ktoré¢ su uréené na riadené doddvanie kozmetickych

prostriedkov pred degradaciou a na zlepSenie prestupu ucinnych latok do stratum corneum.
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Taktiez bolo dokazané, ze kozmetické formulacie obsahujuce SLN maju lepsie hydratacné
ucinky.

Druhou generaciou lipidickych nanocastic st nanoStrukturované nosice lipidov
(Nanostructured Lipid Carrier — NLC), pozostavajice zo zmesi pevného a kvapalného
lipidu, priCom su pri telesnej teplote takisto pevné. NLC v porovnani s SLN znest vysSie
mnozstvo u¢innych latok. NLC a SLN st koloidné systémy s vyhodnymi kozmetickymi
a dermatologickymi vlastnost’ami (okluziva, hydratacné schopnosti, bieliace u¢inky, ochrana
zloziek pred degradaciou, zvysenie penetracie €i vlastnosti riadeného uvolnovania prisad).

Pozivaji sa ako nosie pre riadené uvolfiovanie prisad ako je napriklad koenzym Q10,

tokoferol ¢i retinol. [12] [18]

2.1.7 Nanokapsule

Dalsim sposobom vyuzitia nanomateridlov v kozmetike su submikrosopické Castice
pozostavajuce z polymérnej kapsuly, ktord obklopuje vodné alebo olejové jadro —
nanokapsule. Bolo preukazané, Ze pouzitie nanokapsul znizuje penetraciu aktivnych latok,
napriklad oktylmetoxycinamétu (OMC) v kozi oSipanych v porovnani s beznymi emulziami.
OMC npatri k najpouzivanej§im UVB filtrom, ktory modZze posobit’ ako fotoalergén alebo
moZe vyvolat’ scitlivenie pokozky. Pri vystaveni OMC slne¢nému Ziareniu moéze dojst’
k zmene jeho formy ztrans na cis atym k zniZeniu jeho Uc¢innosti, ¢omu enkapsulacia

dokaze zabranit’ v dosledku zvySovania jeho fotostability. [12] [19]

2.1.8 Nanokrystaly

Nanokrystaly - kryStaly menSie ako 1pm (zvycajne od 10 do 400 nm) su agregaty, ktoré
obsahuju mnozstvo atomov spéjajacich sa do klastrov. V kozmetickych pripravkoch moézu
byt pouzité zle rozpustné¢ latky vo forme nanokryStdlov, pretoze poskytuji vysoku
penetracnu silu pri aplikécii na pokozku. Konkrétnym prikladom sa zle rozpustné rastlinné
glykozidové antioxidanty, ktoré sa v inej forme nedali doposial’ dermélne pouzit. Ako nahle
su vSak pouzité vo forme nanokryStalov, stdvaji sa dermélne dostupné a maju meratelny
antioxida¢ny ucinok. VyuzZiteIné su v akychkol'vek kozmetickych formulaciach ako st

krémy, pletové vody a lipozomalne disperzie. [12]
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2.2 Oxid titanicity

Diplomova praca sa v praktickej Casti zameriava hlavne na nano oxid titanicity, preto je
potrebné zhrnut’ jeho zakladné charakteristiky. V kratkosti bude opisany aj oxid zinoc¢naty,

ktory takisto patri ku fyzikdlnym UV filtrom.

2.2.1 Struktira (TiO2)

Oxid titanicity sa radi do skupiny oxidov prechodnych kovov. Vyskytuje sa v Styroch
roznych polymorfnych formach ato ako anatas (tetragonalna ststava), brookit

(kosostvorcova sustava), rutil (tetragonalna sustava) a TiO (jednoklonna sustava).

Rutil je staly vo pri vicsine teplotach a pri tlaku do 60 kbar. Po dosiahnuti urcitej vel'kosti sa
anatasova a brookitovad forma transformujii na formu rutilovl, ktord je stabilnejSia. Vo
vSeobecnosti ma ako fotokatalyzator vel'mi slabu aktivitu, avSak zavisi to od podmienok

jeho pripravy.

Anatas je forma vyskytujuca sa v tetragonalnej ststave a v porovnani s rutilom je pri
teplote 0 K stabilnejsia, ale energeticky rozdiel medzi tymito dvomi fazami je maly. Tato
Struktira je v porovnani s ostatnymi vyhodna pre aplikacie v soldrnych ¢lankoch. Bol tiez
preukazany aj ako najefektivnej$i vhodny fotokatalyzator pre degradaciu znecistujucich
latok v zivotnom prostredi ato kvoli jeho nizkym nakladom, netoxicite, dostupnosti,

relativne vysokej u¢innosti a Struktirnej stabilite

Brookit patri do skupiny latok vyskytujucich sa v kosoStvorcovej krystalickej sustave, je

zlozitejsi a na experimentalne ucely sa ¢asto nevyuziva. [20] [21]

2.2.2 Nano TiO2

Oxid titanicity vo forme nanocastic sa stal sti€astou kazdodenného pouZzivania, pretoze sa
nachadza v zozname zloZiek beznych vyrobkov pre domacnost’ ako st kozmetické vyrobky
(hlavne opalovacie krémy ¢i zubné pasty), potravinarske farbiva ale aj farby a natery
vitaminovych doplnkov. Vyznacuje sa vysokym indexom lomu a bielym sfarbenim, z ¢oho
vyplyva aj jeho najbeznejSie vyuzite ako pigmentu. Vo forme nanocastic je najviac
vyuzivany v opal’ovacich pripravkoch, pretoze vdaka mensim rozmerom (0,2 - 100 nm)
nadobudaju tieto pripravky pri aplikécii na pokozku transparentnost’, zatial’ co jeho reflexné
vlastnosti ostavaju zachované. NanocCastice oxidu titani¢it¢tho sa vdaka vlastnostiam

absorbovat’ a rozptyl'ovat’ UV Ziarenie pouzivaju ako plnidla do komerénych pripravkov
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proti slneniu. Krystaly TiO2 absorbujii najmi Ziarenie od vinovej dizky 280 do 315 nm. [22]
[23]

Oxid titanicity, ale aj oxid zino¢naty v nano forme existuju v troch réznych stadiach:

e primarne Castice (5-20 nm),
e agregaty (30-150 nm),
e aglomeraty (1-100 mikrénov).

Primarne Castice sa zhlukuju a vytvaraju tak agregaty, ktoré predstavuji najmensie jednotky
pritomné v koneCnom pripravku na ochranu proti slneénému Zziareniu. Vacsie aglomeraty
vznikajl, ked sa agregity volne viazu pocas vyrobného procesu. V tejto forme nemaju
funkciu ucinnych absorbérov UV ziarenia, preto je potrebné ich rozdelit' na ucinnejsSie

agregaty, ktoré su chemicky viazané. [24]

c
o
{—-
d
Manodastice Agregaty Aglomeraty
(primarne Eastice) (chemicky viazang€) (spojené Van der Waalsovymi silami)
(5-20 nm) (30-150 nm) (1-100 mikranov)

Obr.2 Znazornenie castic vo forme agregatov a aglomerdtov [25]

2.2.2.1 Foto aktivita

Viaceré vyskumy potvrdili, Ze oxid titani¢ity ma ovela lepSie vlastnosti ako fotokatalyzator
prave vo forme nanocastic (velkost 60 — 120 nm) v porovnani s praskom s velkymi
Casticami. Ked’ priemer kryStalov danej polovodicovej Castice klesne pod kriticky polomer
10 nm, kazdy naboj nosi¢a sa chova kvantovo mechanicky. Kvantové Castice teda maja
vys$siu fotoaktivitu ako makrokrystalické polovodi¢ové Castice a pouZzitim tychto zloziek sa
zvySuje fotoefektivnost’ systémov. Obmedzujicim krokom je rychlost’ prenosu néboja.

NajpouzivanejSou formou oxidu titani¢itého, ktora je vhodna ako UV filter je krystalicka
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forma rutilu. Efektivne ochranné emulzie musia byt navrhnuté ako zmes niekol’kych UVA
a UVB filtrov, ktoré vSak mozu ovplyvnit’ stabilitu konecnej zmesi. Foto aktivita oxidu
titani¢itého ma priamy vplyv na stabilitu vSetkych organickych zlicenin, teda moze spdsobit’
destrukciu organickych UV filtrov. Na druhej strane bolo vSak zistené, Zze po pridavku
organického UV filtra sa u€innost’ ochrany moze az zdvojnasobit, pdsobia teda synergicky.
Zakladnym predpokladom pre pouzitie tohto materidlu v ochrannom systéme proti UV

ziareniu v kozmetickych pripravkoch je proces deaktivacie fotoaktivity. [26] [27]

2.3 Oxid zino¢naty

Oxid zinocnaty (ZnO) spolu s oxidom titani¢itym sa v kozmetike vyuzivaju hlavne v
pripravkoch proti slneniu ako u¢inné anorganické fyzikalne blokatory UV Ziarenia. ZnO,
narozdiel od TiO2, ktory je €inny v oblasti UVB, je G€innejsi v oblasti UVA (320
— 400 nm). Kombinaciou tychto dvoch fyzikdlnych UV filtrov sa dosahuje zabezpecCenie
vysokej ochrany. Postupom ¢asu sa mikrocastice stile viac nahradzuji casticami tychto
zlucenin v nano velkosti. Tymto postupom sa vyriesil problém s nepriehl'adnost'ou danych

kozmetickych prostriedkov a nanocastice zabezpe€uji vyrobkom transparentnost’. [26]

2.3.1 Antibakterialna aktivita nano ZnO

Na hodnotenie antibakteridlneho Uc¢inku oxidu zino€natého v nano forme boli vykonané
mnohé $tadie. Pésobenie na mikroorganizmy bolo skiimané ako na G' tak aj na G typoch
bakteridlnych buniek. Citlivost G baktérii na pdsobenie ZnO je vy$Sia ako citlivost G
baktérii, pretoze antibakteridlny uc¢inok nano ZnO prebieha prostrednictvom jeho interakcie
so Specifickymi bunkovymi jednotkami, ktoré maji vySSie zastupenie prave v G+
bakteridlnych bunkéach. V niektorych pripadoch bolo antimikrobidlne posobenie
porovnatel'né s i€¢inkom antibiotik ako st gentamicin ¢i meticilin. Antimikrobialna aktivita
suvisi s velkost'ou Castic oxidu zino¢natého, pretoZe menSie Castice vykazuju tuto aktivitu
silnejSiu. Medzi jeden z mechanizmov posobiacich proti mikroorganizmom patri vytvaranie
peroxidu vodika z povrchu Castice. MnoZstvo vytvoreného peroxidu vodika takisto suvisi
s velkostou daného oxidu, pretoZe mensie ¢astice ho produkuju viac. Daldim moznym

mechanizmom antibakterialnej aktivity nanocastic ZnO je uvolfiovanie i6nov Zn**. [28]

Vdaka tymto antimikrobidlnym vlastnostiam sa ZnO okrem farméacie a kozmetiky vyuziva
v nateroch, tmeloch a lepidlach. Dalsie aplikacie zahfiiaju vyuzitie v elektrospotrebicoch,

plastoch, cementoch, potravinach, keramike, pigmentoch a v mnohych d’alSich odvetviach.
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Sirokospektralnost vyuzitia ZnO je vdaka jeho vlastnostiam ako transparentnost,

biokomatibilita, ¢i fotokatalytickd G¢innost’. [29]

2.4 Toxicita nano TiOz2a ZnO

Nanocastice sa v sucasnej dobe pouzivaju v mnohych kozmetickych vyrobkoch, avsak
skuto¢ny podiel pouzitého nanomateridlu zavisi od definicie danej zlozky pouzitej v nano
vel'kosti. Niektoré z tychto nanomateridlov mézu mat’ zvysena biologicku dostupnost’ alebo
toxicitu, preto jednym z najddlezitejSich faktorov pre posudenie potencidlneho rizika je

kozna absorpcia. [17]

Ako uz bolo v praci spomenuté, v pripravkoch na ochranu proti slnecnému ziareniu sa
vyuzivaju fyzikadlne UV filtre védcSinou vo forme agregatov. Aglomerity sa primarne
v pripravkoch nevyskytuji, ale mézu sa vytvorit' na povrchu koze po naneseni, ¢o by

znamenalo, Ze pre penetraciu do pokozky je k dispozicii menej primarnych nanocastic. [30]

2.4.1 Cytotoxicita

Aj oxid titani¢ity aj oxid zinoc¢naty moézu prostrednictvom UV indukovanej fotokatalyzy
vytvarat' reaktivne kyslikové zlu€eniny, ktoré ndsledne moézu spdsobit’ poskodenie
bunkovych zloziek a makromolekul (lipidy, proteiny, nukleové kyseliny). Toto poskodenie
moze viest' az k bunkovej smrti. ROS vytvorené fotokatalyzou su cytotoxické a indukuju
poskodenie DNA v réznych typoch buniek ako st napriklad bunky l'udského karcindmu
hrubého creva, l'udské fibroblasty, glidlne a neurdlne bunkové linie a.t.d. . Na liecbu
v zmysle zabranenia u€inkom ROS sa vyuzivaju ich zachytavace alebo antioxidanty (napr.
N-merkaptopropionylglycin, N-acetylcystein), ktoré¢ by mali zabranit' nanocasticovej

indukovanej cytotoxicite s dorazom na centralnu tlohu oxidacného stresu.

Pri testoch cytotoxicity in vivo vykonanych na hlodavcoch sposobili nanocastice ZnO
mierny akutny plucny asystémovy zapal, poSkodenie plucnych buniek a zniZenie
antioxida¢nj kapacity pl'uc. Silna zapalova reakcia sa potvrdila aj u potkanov, ktorym bol
podany TiO2 vnutrozilovo. Téato reakcia bola spdsobena rozsiahlou infiltraciou leukocytov

a tvorbou ROS. [31]
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2.4.2 Genotoxicita

Genotoxicita je spdsobena primarnym priamym poskodenim genetickej informdcie -

interakciami nanocCastic s DNA. Primarna nepriama genotoxicita je vyvolana interakciou

DNA sreaktivhymi zlaCeninami kyslika a s reaktivnymi zluceninami dusika (Reactive

nitrogen species - RNS). Nanocastice mézu zvysit’ produkciu ROS a RNS alebo spomalit’

ich likvidéaciu antioxidacnym systémom. Sekundarny nepriamy toxicky t¢inok je vyvolany

stimuléciou zépalovej reakcie, kedy dochddza k produkcii ROS a nasledne ku poskodeniu

DNA. [32]
Tab. 1. Porovnanie vysledkov beznych genotoxickych testov nanocastic TiO> a ZnO
[32]
. .. Amesov | Chromozomové | Mikronukleus | Kometovy In vivo
Nanocastice L. .
test aberacie test test genotoxicia
TiO2 - - + + -
ZnO - + - + -

- Negativny test, + pozitivny test

Kratka charakteristika testov:

Amesov test je relativne rychly a lacny sposob posudenia mutagénneho potencialu
chemickych latok, pomocou baktérie Salmonella typhimurium. [33]

Chromozomové aberacie su jednym z typov mutacii, ktoré vo vacSine pripadov veda
k zmene fenotypu, a to prevazne patologickej povahy. Niektoré bunky su citlivejSie
na posobenie mutagénov a prejavuje sa u nich dany typ mutacie, preto sa niektoré
latky testuji na schopnost’ vytvorenia chromozémovych aberécii. [34]

Mikronukleus test in vivo u cicavcov sluzi k odhaleniu poskodenia, ktoré testovana
latka spdsobuje v chromozomoch, alebo v mitotickom aparate erytroblastov. Test
spo¢iva v tom, Ze sa analyzuju erytrocyty z kostnej drene alebo z perifernej krvi
zvierat, obvykle hlodavcov. [35]

Kometovy test, alebo gélova elektroforéza jednotlivych  buniek je
mikroelektroforetickd metdda pre zistenie poskodenia DNA na trovni jednotlivych
buniek. [36]

In vivo genotoxicita je Stadium biologickych pochodov (sledovanie genotoxicity) za

Zivota organizmu. [37]
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2.5 1Iné typy nanocastic vyuzivané v kozmetike a farmacii

Okrem nanocastic oxidu titani¢itého a zino¢natého sa v kozmetike a farmacii vyuziva rada
d’alSich prvkov vnano velkosti. Zastupuji rozne funkcie od dodavania liekov cez
biomedicinske vyuzitia az po pripravky v kozmetike na starostlivost’ o plet’, vlasy ¢i zubnu

hygienu a mnoh¢ d’alsie.

2.5.1 Nanocastice zlata

Nanocastice zlata sa vyuzivaju hlavne ako inertné nosi¢e v medicinskych odvetviach a pri
terapeutickej liecbe a diagnostike ochoreni ako je rakovina, Alzheimerova choroba,
hepatitida, artritida, diabetes a mnohé d’alSie. V kozmetickom priemysle mozu byt vyuzité

ako kozny transportny systém. [38] [39]

2.5.2 Nanocastice striebra

Nanocastice striebra st vel'mi Casto vyuzivané v roznych priemyselnych odvetviach vd’aka
ich antimikrobidlnym, optickym, katalytickym a dezinfekénym vlastnostiam. Jeho castice su
vyuzivané hlavne v kozmetike (zubné pasty, izbové spreje, deodoranty, Sampdny), vo
vyrobkoch pre domadcnost, potravinarskych vyrobkoch, v medicinskych zobrazovacich
metodach, v biosenzoroch, v hrackach, ¢i vo vodnych Cistiacich systémoch. Nanocastice
striebra pokryté kolagénovym povlakom v kolagénovom hydrogéli vykazuju vo vyrazne
nizSich koncentraciach protiinfekéné vlastnosti proti  Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus aureus, Eschrichia coli a Pseudomonas aeruginosa. [39]

2.5.3 Nanocastice hlinika

Hlinik je tretim najrozSirenejSim prvkom zeme aje Siroko vyuzZitelny v mnohych
odvetviach. Nanocastice oxidu hlinit¢tho sa pouzZivaji v kozmetickych a keramickych

vyrobkoch, alebo aj v biomedicinskych produktoch ako su kostné implantaty. [39]

2.5.4 Nanocastice methylene bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenylu

Podla nariadenia Europskej Unie, ktorym sa meni priloha VI nariadenia Eurdpskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kozmetickych pripravkoch je methylene bis-
benzotriazolyl tetramethylbutylphenyl (MBBT) jednym z d’alSich povolenych fyzikalnych
UV filtrov vpouziti do kozmetickych pripravkov. Vedecky vybor pre bezpecnost
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spotrebitela (VVBS) dospel kzaveru, ze pouzitie danej latky s pozadovanymi
charakteristikami (Cistota, stredna velkost’ Castic, velkostné rozdelenie Castic) je bezpecné
pri aplikacii na zdrava pokozku a nepredstavuje riziko pre I'udské zdravie. Zavery tohto
stanoviska sa nevztahuji na aplikéacie, ktoré moézu viest k expozicii plic konecného
spotrebitela MBBT (nano) pri vdychovani. S ohl'adom na stanovisko VVBS by malo byt
pouzitie  MBBT v kozmetickych pripravkoch povolené v koncentracii najviac 10%
s vynimkou aplikécii, pri ktorych moze viest' k expozicii pl'ic kone¢ného uzivatela touto

latkou pri jej vdychovani. [40]
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2.5.5 PrehPad d’alSich nanmaterialov v kozmetike
Tab. 2. Vybrané priklady nanocastic vyuzivanych v kozmetike [41]
Trieda Material Funkcia Priklad produktu
Cinidlo Arbutin Bielenie Nano Bright™
Kovy a oxidy kovov | ZnO Opalovacie ZinClear-IM™
pripravky
Ag Antibakteridlna zlozka | GNS Nanogist
FexOy korektor Mineralny zaklad
Au Konjugované hodvéabne | Chantacaille Nano
mikrovlakno Gold Energizing
Cream
TixOy Opalovacie pripravky | Soltan®
Al/ALO3 Starostlivost’ o vlasy Nano Weight Pro
1800
Nano il a silica SiO2 Spevnenie pokozky, LEOREX®,
dodévanie aktivnych Rénergie®
zloziek
Si02/MexOy Opalovacie pripravky | Eusolex® UV Pearls
Vezikularne tukové | Lipozémy, Dodavanie aktivnych Revitalift®,
nano nosice ceramidy, zloziek Lyphazome®
nanoemulzie
SLN Pevny tuk Dodévanie aktivnych | Lipopearl™,
zloziek Nanopearl™
Vosk Vlasovy styling Pureology®
Prirodzené alebo Kyselina Hydrata¢né ¢inidlo PowerMoist™ Nano
modifikované hyalurénova Hyaluronic acid
polyméry
Syntetické Nanokapsule Dodavanie aktivnych Primordiale Intense,
polyméry zloziek Hydra Flash®

Bronzer
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3 CESTY VSTUPU NANOCASTIC DO ORGANIZMU A ICH
POSOBENIE NA JEDNOTLIVE TYPY BUNIEK

Nanocastice uvol'nené do zivotného prostredia interaguji so vzduchom, vodou a pédou, ¢im
sa Casto menia ich povrchové vlastnosti. To mdze viest' k agregacii alebo k zmene
povrchového naboja Castic a k zmenam d’alSich povrchovych vlastnosti. Je preto dolezité
poznat' spravanie sa nanocastic v zivotnom prostredi, na zistenie, ¢i mdzu sposobovat
toxicitu ako kontaminanti. Pocet vyrobkov v potravindrskom a kozmetickom priemysle
zaloZzenych na baze nanomaterialov sa neustdle zvySuje (vyuzitie v cukrovych filmoch,
zubnych pastach, krémoch na opalovanie, kapsule...). Cudia st neustéle vystaveni posobeniu
nanomateridlov, preto sa Coraz viac Stidie zaoberaju skimanim prijmu nanomaterialov

oralno-gastrointestinalnou cestou. [32], [42], [43]

Nanocastice v tele a ich moZné cesty

vstupu
®e, %, T TR
¢ o .. - ol
@ Pbrodukcia charakteristika
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Nanodastice = Nanocastice v

- priemysel Zivotnom prostredi e i
- vyskum - zmena povrchu Nanocastice v bunkach
- medicina - obalovanie proteinov - produkcia ROS

- rozbalovanie proteinov

- poskadenie bunkowych membran
- poskadenie mitochondrii

- poskadenie DNA

(protein corona)
- aglomeracia

Obr.3. Nanocastice v tele a mozné cesty vstupu nanocastic do organizmu [42]
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3.1 Cesty vstupu nanocastic do tela
Bolo preukazané, ze nanocastice sa do tela mézu dostat’ tromi réznymi mechanizmami:

e prostrednictvom dychacich ciest;

e cez pokozku;

e ich pozitim.
Taktiez bolo dokézané, ze su schopné sa v malych mnozstvach translokovat do
sekundarnych organov. Hlavnou cestou pre ich vstup do organizmu je cez dychaci systém.
Existuje mnoho sprav o vel'mi jemnych casticiach ako s prach, sadza a iné znecistujuce
latky aich ucinkoch na pltica a dychacie cesty. Ludsky organizmus ma urCité obranné
mechanizmy na regulovanie cudzorodych castic (hlien, mukocilarny eskalator), no je
pravdepodobné, Ze nanocastice st schopné premiestnit’ sa aj napriek nim z pl'ic do sleziny,
pecene, srdca, pripadne inych organov. Okrem expozicie z pl'uic mdzu inhalované Castice
preniknut’ k inym orgdnom cez c¢uchovy bulbus, Co predstavuje potencidlne riziko
z neutotoxikologického hl'adiska, pretoze Castice by tak mohli ziskat’ pristup k centralnemu

nervovému systému.

Kedze sa nanocastice hlavne oxidu titani¢it¢ho vyuzivaju vo velkej miere v opalovacich
pripravkoch, d’alSou moznou cestou vstupu tychto nanocastic je vstup cez kozu, presnejSie
cez vlasové folikuly, rany alebo kozné lézie. U Zien je vSeobecne zndme, Ze maju tenSiu
pokozku, ¢o ulahcuje prestup nanocastic. Na objasnenie tohto javu st vSak potrebné d’alSie

stidie. [42] [32]

Nanocastice sa ¢oraz viac vyuzivaju aj v potravinarskom priemysle ako potravinové prisady,
¢1 pri spracovani a baleni. Existuji teda obavy, Zze by mohli ziskat’ pristup ku krvnému
rieciSt'u prostrednictvom gastrointestindlneho traktu. Absorbcia nanocastic ¢revom je mozna

a zavisi od velkosti ¢astic.

Miera absorpcie ordlnou cestou a gastrointestinalnym traktom je zavislad na velkosti Castic
v nano rozmeroch. Prikladom je napriklad absorpcia kovovych nanocastic, ktord je u
mensich a nabitych Casticiach véc¢sia. Pri absorpcii pl'icami je takisto dolezita vel'kost’. Nimi
sa absorbuje tzv. respirabilny podiel a Castice sa po kontakte so stenami dychacieho traktu
ukladajii v dychacich cestach. Pre Castice védcSie ako 500 nm je hlavnym mechanizmom
sedimentacia, ktora je riadena gravitaciou, alebo tzv. inertny zasah, ktory nastava v pripade,

ze sa v plucach zmeni pridenie vzduchu. Pre castice mensie ako 500 nm je depozicia
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riadend difuziou. U oxidu titani¢it¢ho o velkosti 4 nm bolo zistené prenikanie az do

bazalnych buniek epidermu. [32]

3.2 Posobenie nanocastic na bunky

Nanomaterialy, ktoré sa bezne pouzivaji v kozmetickych vyrobkoch moézeme rozdelit' do

dvoch skupin:

e rozpustné a/alebo biologicky odburateI'né nanocastice - pri aplikacii na kozu sa
rozpadaju na molekulérne zlozky (napriklad niektoré lipozémy);

e nerozpustné, dostatocne stabilné a/alebo bioperzistentné nanocastice (napriklad oxid
titani€ity, fulerény) - pri urcitych vlastnostiach st schopné prekrocit’ biologickeé

membrany a mat’ $kodlivé G¢inky na organizmus. [44]

Pri posudzovani nanotoxikolédgie v testoch in vitro je potrebné zvazit' davku danych castic,
teda pociato¢nll koncentraciu pri vystaveni buniek nanocasticiam, ale aj skuto¢né mnozstvo
nanocastic prijatych jednou bunkou. Toxikologické pdsobenie na bunky je mozné dvoma

hlavnymi spdsobmi — fyzikalnymi a chemickymi. [42]

3.2.1 Chemické mechanizmy nanotoxikologie

Ako uZz bolo spomenuté¢ podrobnejSie v kapitole o mechanizme toxicity nanocastic,
chemické mechanizmy zahfnaju produkciu ROS, rozpustenie a uvolnenie toxickych ionov,
narusenie transportnej aktivity iénov v bunkovej membrane ¢i oxida¢né poskodenie
katalyzou. Vznik ROS sa povaZzuje za hlavny zakladny chemicky proces v nanotoxikologii,
ktory vedie k sekundarnym procesom atie mézu spdsobit’ poSkodenie az smrt’ buniek.

Vznik ROS sa povazuje tiez za jeden z hlavnych faktorov vzniku zapalovych reakcii. [42]

3.2.2 Fyzikalne mechanizmy nanotoxikologie

Fyzikalne mechanizmy st hlavne vysledkom velkosti Castic a povrchovych vlastnosti Castic.
Patri medzi ne poSkodenie membran, poskodenie membranovej aktivity, ovplyvnenie

transportnych procesov, zmena konformécie proteinov ¢i ich agregécia. [42]

3.2.3 Posobenie nanocastic na bunkovej urovni

Vyznamna ulohu pri interakcidch s bunkovymi membranami ¢i tkanivami hrd pri

nanocasticiach ich povrch. Interakcie nanocastic s membranami moézu vyustit' bud k ich
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mechanickému alebo chemickému poSkodeniu. U biologicky aktivnych latok mdze byt
sposobend zmena konformdacie atym moéze byt ovplyvnena ich funkcia. Pdsobenie
nanocastic na proteiny ¢i enzymy spdsobuje inhibiciu ich aktivity a v pripade DNA mo6zu

mat’ interakcie s nanocasticami genotoxicky ¢i mutagénny tcinok. [32]

3.2.4 Vplyv nanocastic na bunkové membrany

Bunkova plazmatickd membrana je zlozena =z fosfolipidovej dvojvrstvy s obsahom
proteinov, cholesterolu a oligosacharidov, ktoré sa v nej moézu volne pohybovat. Okrem
tychto zloziek obsahuje aj vodu aidény. Biomembrany vo vSeobecnosti separuju dve
chemicky a metabolicky odlisné fazy. Oddel'uji vnitorné casti bunky od vonkajSieho
prostredia alebo organely od zvySku bunky. Posobia ako selektivna priepustna

(polopriepustnd) prekazka umoznujica ur€itym latkam prejst’ a inym zase nie. [45]

Stabilita membrany moéze byt nanocasticiami ovplyvnend bud priamo (napriklad
fyzikdlnym poskodenim), alebo nepriamo (napriklad oxidaciou), ¢o mdze viest az
k bunkovej smrti. Interakcie nanocastic s membranami vo velkej miere zavisia od
povrchovych vlastnosti nanocastic, ale aj od ich velkosti, pretoze ovplyviiuje povrchovy tlak
aadhézne sily. Rdzne nanomateridly st schopné poskodit biomembrany rdéznymi
mechanizmami. Za zmeny vV stabilite a morfoldégii membran su zodpovedné fyzikalno-

chemické vlastnosti nanomaterialov. [42]

3.2.5 Posobenie nanocastic na ostatné organely

Mitochondrie patria k membranovym organelam, ktoré maji v organizme funkciu
vytvarania energie. Pre niektoré nanocastice, napriklad fulerény, uhlikové nanotrubky, ale aj
oxid titani¢ity ¢i striebro, predstavuju hlavny ciel’ v pésobeni na bunky a st schopné
ovplyvnit ich funkciu a sposobit’ apoptdzu.

Vyskumom bolo zistené, Ze nanoCastice vo svojej ceste organizmom véc¢Sinou koncia

v lyzozémoch — v trdviacom systéme buniek. V nich sa nanomateridly bud’ travia, alebo sa

zabezpecuje ich vylucovanie. [42]
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lyzozémy Jadro
o ) i - poskodenie
fyzikalne poikodenie DMNA
Y Nanocastice
Vezikuly
- peroxidacia tukov
Golgiho aparat

- rozbalovanie proteinov
- oxidacia proteinov

Membrany
- poskodenie bunkove] membrany
- poskodenie oxidaciou
- poskodenie surfaktantami
- poskodenie toxickymi iGnmi

- poskodenie mitochondni

Obr.4. Zndzornenie posobenia nanocastic na bunkové organely [42]
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4 LEGISLATIVA NANOMATERIALOV V KOZMETIKE

Legislativne nariadenia a poziadavky na nanomaterialy st sustredené v Nariadeni
Eurdopskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kozmetickych vyrobkoch. Podl'a tohto
nariadenia je nanomateridl definovany ako nerozpustny alebo biopezistentny material
vyrobeny na Specificky ucel sjednym alebo viacerymi vonkaj$imi rozmermi alebo
vnutornou Struktirou velkosti od 1 do 100 nm. Legislativne ur¢ené pravidla a limity pre
pouzivanie nanomateridlov su dolezit¢ hlavne z hl'adiska bezpecnosti spotrebitel’a. Doposial’
nie su potvrdené vsSetky neziaduce vplyvy nanomateridlov na I'udsky organizmus, preto je

potrebna ich regulacia.

4.1 Nariadenie Europskeho parlamentu a Rady (ES) €. 1223/2009

o kozmetickych vyrobkoch a jeho ¢lanok 16 — Nanomaterialy

Clanok 16 v danom nariadeni je venovany vyhradne nanomaterialom. Obsahuje niekol’ko

zakladnych bodov, ktoré ustanovuju nasledujice:

1. Pri kazdom kozmetickom vyrobku s obsahom nanomateridlov sa zabezpec¢i vysoka
uroveinl ochrany zdravia l'udi.

2. Ustanovenia tohto ¢lanku sa neuplatiiuji na nanomaterialy pouzivané ako farbiva,
UV filtre alebo konzervacné latky regulované podla ¢lanku 14, okrem pripadov, ak
to je vyslovene uvedené.

3. Okrem ozndmenia podla ¢lanku 13 kozmetické vyrobky obsahujuce nanomaterialy
oznamuju zodpovedné osoby Komisii v elektronickej podobe Sest’ mesiacov pred ich
uvedenim na trh, okrem pripadov, ak ich ta istd zodpovednd osoba uviedla na trh
pred 11. januarom 2013.

4. Informacie oznamované Komisii obsahuju aspon tieto tidaje:

a. Identifikdcia nanomaterialu vratane chemického nazvu (IUPAC) a inych
deskriptorov;

b. Specifikicia nanomaterialu vratane vel’kosti &astic, fyzikalnych a chemickych
vlastnosti;

c. Odhad mnozstva nanomaterialu v kozmetickych vyrobkoch, ktoré sa ma
uviest’ na trh za rok;

d. Toxikologicky profil nanomateridlu;
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e. BezpeCnostné udaje o nanomateridle tykajuce sa kategorie kozmetického
vyrobku, v ktorom sa pouziva;

f. Raciondlne predvidate'né podmienky expozicie.

5. V pripad, Ze Komisia ma obavy pokial’ ide o bezpecnost’ pouzitého nanomaterialu,
bezodkladne poziada VVBS o stanovisko k jeho bezpecnosti pre prislusné kategorie
kozmetickych vyrobkov a racionalne predvidatelné podmienky expozicie. Komisia
tieto informacie zverejni. VVBS vypracuje svoje stanovisko do Siestich mesiacov od
ziadosti Komisie. Ak VVBS zisti, ze v ziadosti chybaju potrebné udaje, Komisia
pozaduje od zodpovednej osoby, aby ich predlozila vo vyslovne stanovenej
primeranej lehote, ktort nie je mozné prediZit. VVBS vypracuje svoje kone&né
stanovisko do Siestich mesiacov od predlozenia dopliujicich udajov. Stanovisko
VVBS j verejne pristupné.

6. Zohladiiujuc stanovisko VVBS av pripade, ak existuje potencidlne riziko pre
zdravie I'udi vratane nedostato¢nych udajov moze Komisia zmenit’ a doplnit’ prilohy
IT (latky v kozmetike zakazané) a III (latky povolené s obmedzenim).

7. Komisia musi spristupnit’ tieto informacie:

a. Kataldég vSetkych nanomateridlov pouzivanych v kozmetickych vyrobkoch
uvedenych na trh vratane tych, ktoré¢ sa pouzivaji ako farbiva, UV filtre
a konzervatné latky, ktoré uvedie v samostatnej Casti katalogu a kategorie
kozmetickych vyrobkov araciondlne predvidatelné podmienky expozicie.
Tento katalog sa nasledne pravidelne aktualizuje a je dostupny verejnosti.

b. Komisia kazdorocne predkladd  Eurdépskemu parlamentu a Rade
aktualizovanii spravu o situacii s informaciami o vyvoji v pouZivani
nanomateridlov v kozmetickych vyrobkoch v Spolocenstve vratane tych,
ktoré sa pouzivaju ako farbiva, UV filtre a konzervacné latky v samostatnom
oddiele. Prva sprava bola predlozené do 11. jula 2014. Aktualizovana sprava
obsahuje predovSetkym zhrnutie novych nanomaterialov v novych
kategoriach kozmetickych vyrobkov, poc¢et ozndmeni, informacie o pokroku
dosiahnutom vo vyvoji Specifickych metdéd hodnotenia nanomateridlov
ausmerneniach na posudzovanie bezpecnosti, ako aj informacie

o medzinarodnych programoch spoluprace.
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8. Komisia pravidelne preskimava v kontexte vedeckého pokroku ustanovenia tohto
nariadenia tykajiice sa nanomateridlov a v pripade potreby navrhne vhodnu reviziu
tychto ustanoveni.

9. Prvé preskiimanie sa uskuto¢ni najskor 11. jula 2018.

Na vSeobecné poziadavky zhrnuté v kapitole 4.1. nadvdzuje povinnost oznamenia a

oznacovania.

4.2 Oznamenie

Na vyrobcov akejkol'vek kozmetiky a kozmetickych produktov sa podl'a Nariadenia (ES) ¢.
1223/2009 vztahuje oznamovacia povinnost. Podla c¢lanku 13 daného nariadenia je
zodpovedna osoba pred uvedenim kozmetického vyrobku na trh predlozit Komisii

elektronicky tieto udaje :

a) kategériu kozmetického vyrobku ajeho nazov alebo nazvy umoziujiuce jeho
konkrétnu identifikaciu;

b) meno zodpovednej osoby a adresu, na ktorej je informacné zlozka o vyrobku l'ahko
dostupna;

c¢) krajinu pévodu v pripade dovozu;

d) Cclensky stat, v ktorom je dany kozmeticky vyrobok uvedeny na trh;

e) kontaktné tidaje o fyzickej osobe, na ktorti je mozné sa v pripade potreby obriatit’;

f) pritomnost’ latok vo forme nanomaterialov a:

a. ich identifikaciu vratane chemického nazvu (IUPAC) ainych
deskriptorov;
b. racionalne predvidate’né podmienky expozicie;

g) nazov aregistracné cislo (CAS) alebo cislo ES latok identifikovanych ako
karcinogénne, mutagénne alebo toxické pre reprodukciu (CMR) kategérii podla
nariadenia (ES) ¢. 1272/2008;

h) ramcové zloZenie, ktoré umozni v€asné a adekvatne lekarske oSetrovanie v pripade

tazkosti.

4.3 Oznacovanie

Nariadenie Eurdépskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kozmetickych pripravkoch

obsahuje ¢lanok 19, ktory sa tyka oznaCovania kozmetickych pripravkov.
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Kozmetika s obsahom  nanomateridlov musi  obsahovat v zozname  zloziek
(INGREDIENTS) vsetky zlozky pritomné vo forme nanomateridlov. Za nazvy tychto

zloziek sa musi uviest’ slovo ,,nano* v zatvorkach. [46]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

5 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Prakticka cast diplomovej prace sa venuje vyhradne testom na vzorkach nano oxidu
titani¢itého, preto sa mu tato kapitola bude podrobnejSie venovat. V nasledujicom texte
budi zhrnuté informacie vychadzajuce z literatiry, ktora stru¢ne poskytuje nahlad do

aktualnej situacie vo vyskume oxidu titani¢it¢ho v jeho nano forme.

5.1 Interakcie sposobené nanocasticami TiO: pri oralnom prijme

V dnesnej dobe st nanocastice TiO2 Coraz viac vyuzivané v potravinovych a kozmetickych
vyrobkoch, preto vznikaji otdzky o potencidlnom vplyve na gastrointestindlny systém. Prvu,
vstupnt branu do tela predstavuje ustna dutina, ktorej pritomné zlozky rychlo interaguja
s nanocasticami. Interakcia medzi jednotlivymi zlozkami zavisi od povrchového naboja
a vel'kosti nanocastic. Bol skimany takisto vplyv hydrofobicity a hydrofilnosti jednotlivych
materialov, kde bolo preukdzané, Ze tieto vlastnosti aktivne prispievajl k interakciam medzi
nanocCasticami a biologickymi systémami. Ako hydrofobne, tak aj hydrofilné castice
aglomeruju v ustnych fyziologickych podmienkach, no 10% davky castic ostalo pritomnych
v nano rozmeroch a prenikali nezévisle na hydroféobnych / hydrofilnych vlastnostiach do
sliznice tUstnej dutiny. Rozdiely boli preukdzané v intraceluldrnom pdsobeni. Zatial' ¢o
hydrofébne nanocastice sa po vniknuti do organizmu nachddzali na Grovni cytoplazmaticke;j
membrany, hydrofilné Castice priamo vstipili bez poruSenia integrity membran do buniek.
Aj ked Zivotaschopnost’ slizni¢nych buniek Ustnej dutiny nebola naruSenda ani
hydrofébnymi, ani hydrofilnymi nanocasticami, doSlo k naruseniu zakladnej bunkove;j
homeostazy. Obidva materialy sposobili tieZ pokles potencialu mitochondridlnej membrany
avyvolali trvalé zvySenie hladiny ROS, ktord bola vyznamne vysSia u hydrofilnych

nanomateridloch. [47]

5.2 Vplyv povrchovej upravy nanocastic na plicnu toxicitu

Cielom d’alSieho vyskumu bolo vyhodnotit’ plicnu toxicitu inhalovanych castic oxidu
titani¢itého s roznymi povrchovymi Upravami, na ktoré bol pouzity hlavne oxid hlinity alebo
amorfny oxid kremicity. Povrchova Uprava vytvorila mierne hydrofilny povlak, preto st
dané cCastice oznacované ako bazické (base TiO2). Vyskum bol prevedeny na potkanoch a
¢inky boli porovnavané s referenénymi hodnotami kontrolnych vzoriek. Stidia dospela

k dvom hlavnym zaverom. Prvym tvrdenim je fakt, Ze expozicia pl'ic potkanov oxidu
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titani¢itému ma aj pri jeho vysokych davkach nizky toxicky uc¢inok. Druhym tvrdenim je, ze
povrchova tprava nanocastic moze ovplyvnit' toxicitu nano TiO» v plicach. Nepriaznivé
ucinky sa prejavili pri pouziti povrchovej upravy, kde bol skombinovany oxid hlinity

s amorfnym oxidom kremicitym. [48]

5.3 Navrh na zaradenie TiO; medzi inhala¢né karcinogény

Napriek tomu, ze oxid titaniity je z hl'adiska toxikoldgie Casto pouzivany ako referencny
netoxicky material, podala franctizska organizacia ANESS (Agenttra pre potraviny, Zivotné
a pracovné prostredie, zdravie a bezpecnost) ndvrh na zaradenie TiO» ako inhala¢ného
karcinogénu. Stadie tykajuce sa aplikacie TiO2 na kozu alebo do gastrointestindlneho traktu
nepreukdzali ziadnu zndmku moZnej karcinogenity, ateda nebolo mozné oznacit’ oxid
titani¢ity ako vSeobecny karcinogén. Efekty TiOz, na ktorych néavrh stavia sa prejavili

v niekol’kych $tadiach vyhradne na potkanoch. [49]
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6 CIEL PRACE

Cielom prace bolo vypracovat teoreticky prehlad so zameranim na nanocastice a ich
pOsobenie v organizme. Praca sa sustred'uje hlavne na vlastnosti nanomateridlov, ich
vyrobu, vyuzitie predovSetkym v kozmetike a farmacii a na pdsobenie tychto Castic na
organizmus. Neodmyslitelnou suCastou tejto problematiky je zhrnutie legislativnych

poziadaviek na pouzivanie nanomaterialov.

Ciel'om praktickej Casti diplomovej prace bolo zamerat’ sa na oxid titani¢ity v nano forme
ana jeho spravanie sa v telesnych tekutinach gastrointestindlneho traktu. Sucastou
praktickej cCasti boli takisto testy zamerané na pozorovanie spravania sa nano oxidu

titani¢itého po jeho oziareni a na jeho cytotoxicitu.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIALY A METODY

7.1 Pouzité vzorky

V praktickej Casti bolo pouzitych viacero vzoriek nano TiO2 od réznych vyrobcov. VicSina
vzoriek bola pred pripravou v praskovej forme. Vynimkou bola vzorka SOLTEX — 20%

Ti10; dodany ako disperzia v deionizovanej vode.

Tab. 3. Prehlad pouzitych materialov v praktickej casti a ich charakteristika deklarovana

vyrobcom (dodavatelom)

Oznacenie Y Merny povrch Vevl’ko-st’
Cislo $arZe krystalitov Forma
vzorky [m?g]
[nm]
PRECH 1 120717/1 76,02 21 Praskova
PRECH 2 120717/2 52,13 23 Praskova
PRECH 3 120717/3 35,1 30 Praskova
PRECH 4 120717/4 21,02 45 Praskova
PRECH 5 120717/5 7,11 150 Praskova
PRECH 6 120717/6 Nestanovené Nestanovené Praskova
PRECH 1.0 101216/1 Nestanovené Nestanovené Praskova
SIGMA 634662-25G Nestanovené Nestanovené Praskova
Pripravené
SOLTEX v SZU - Nestanovené Nestanovené Disperzia
nestanovené

Vzorky s oznac¢enim PRECH su v krystalickej forme rutilu a vzorka zakupend v Sigma-

Aldrich je zmesou foriem rutil a anatas.
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Obr. 6. pouzité vzorky SIGMA a SOLTEX



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

7.2 Pouzité chemikalie a roztoky

7.2.1 Disperzné média pouzité k stanoveniu

e Demineralizovana voda (Di — H20)

e Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok — PBS

e DMEM bez séra (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
e DMEM s 10% telacieho séra

7.2.2 Roztoky pouzité pri simulicii chovania sa nanocastic v gastrointestinalnom

trakte

e Simulovana zaludo¢na tekutina
e Simulovana ¢revna tekutina
¢ Simulovana zaludo¢na tekutina s pridavkom pepsinu

e Simulované sliny

7.3 Bunkové linie

e Embryonalne mysie fibroblasty (ATCC CRL — 1658 NIH-3T3)

7.4 Pouzité pristroje, zariadenia a pomocky

e Pristroj na analyzu velkosti Castic Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Ltd.
Vel’ka Britania)
e Kyveta typ DTS1070
e Kyveta (polystyrénova)
e Digitalne vahy Denver Instrument
e Ultrazvukovy kupel’ Kraintek Czech s.r.o.
e Sonikator UP400S, Hielscher
e Sonikator Microson Ultrasonic Cell Disruptor, USA
e Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)
o Rozsah merania 2 — 200 pl
o Rozsah merania 100 — 1000 pl

e Solarny simulator SunTray Suntest CPS+ (Agilent Technologies, USA)
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e Spektrofotometer UV-VIS Cary 100 (Agilent Technologies, USA)
e UV lampa

e Trepacka VORTEX IKA MS 3 Basic

e pH meter

e Centriftiga 5702 R ( Eppendorf, Nemecko)

e Lamindrny box Herasafe (Thermo Fisher Scientific)

o Fotometer INFINITE M200Pro NanoQuant

e Biologicky inkubator HERAcell 1501

e Bezné laboratérne pomocky

e Laboratorne plasty (Spicky pre automatické pipety)

7.5 Metodika

7.5.1 Priprava TiO: pre stanovenie vel’kosti ¢astic v roznych disperznych médiach

Priprava zakladnej disperzie

Z kazdej vzorky bola pred meranim pripravena zakladna disperzia, ktord obsahovala 0,05 g
vzorky na 10 ml Di — H2O. VSetky zékladné disperzie boli pred samotnym stanovenim
homogenizované sonikaciou na sonikatore UP400S, Hielscher, alebo na sonikatore
Microson Ultrasonic Cell Disruptor. Pri pouziti uz zhomogenizovanej vzorky v nasledujuci
denl merania bola vzorka zhomogenizovana v ultrazvukovej ldzni. Doba hmogenizacie bola
30 minut pri najvyssej amplitide. Pocas homogenizacie bola vzorka z dovodu zahrievania sa
umiestnend v l'adovom kupeli.. Dévodom homogenizacie je fakt, Ze skimané materialy

moZu pri skladovani aglomerovat,, preto je potrebné ich sonikaciou rozbit’ na mensie Castice.

Priprava vzorky na stanovenie

Podla typu merania bol do kyvety odobraty 1 ml prislusného disperzného média a k nemu
bol napipetovany zvoleny objem pripravenej disperzie TiO>. Boli premerané vzorky
obsahujuce objemy disperzie v rozmedzi od 10 do 50 ul a pre kazdu vzorku bola zvolena

vyhovujica koncentracia.
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7.5.2 Priprava disperznych médii pouzitych na stanovenie vel’kosti ¢astic

Priprava simulovanej Zalido¢nej tekutiny (SGF)
Simulovana zalido¢na tekutina bola pripravena nasledujucim postupom:

e bol navazeny 1 g NaCl;

e k NaCl bolo pridanych 40 ml 1M roztoku HCI;

e rozpustena NaCl v kyseline chlorovodikovej bola prenesena do 500 ml odmernej
banky;

e postupne bola do dosiahnutia objemu 500 ml priddvana deionizovana voda;

e na pH metri bolo zmerané pH;

e pH sa pomocou IM roztoku NaOH a 1M roztoku HCI upravilo na hodnotu 1,2.

Obdobnym spdsobom bola pripravend aj simulovand zaludo¢nd tekutina s pridavkom

pepsinu. Pepsin bol pridany v mnozstve 1,6 g do 500 ml simulovanej zaludo¢nej tekutiny.

Priprava simulovanych slin

Sliny boli pripravené navaZenim a rozpustenim nasledujicich zloziek v 1 1 deionizovanej

vody:

e 0,031 g NaNOy;

e 0,201 g K»COs;

e 0,501 g NaCl,

e 4200 g NaHCO:s.

Pomocou 1M roztoku NaOH a 1M roztoku HCI bolo pH slin upravené na hodnotu 6,8.
Priprava simulovanej ¢revnej tekutiny (SIF)

Pouzitd simulovana ¢revna tekutina bola vyrobena firmou Sigma — Aldrich (Nemecko).

7.5.3 Priprava zakladnej disperzie nano TiO:2 pre stanovenie fotokatalytickej aktivity

Na zaklade premerania vSetkych vzoriek vo vode boli na stanovenie fotokatalytickej aktivity

pouzité vzorky s odliSnou velkost'ou Castic:

e PRECH 5 s ¢islom Sarze 120717/5
e SIGMA
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Na stanovenie bola pripravend disperzia, ktord obsahovala 5% vzorky TiO2 v 10 ml

glycerolu Vzniknuta disperzia bola dokladne rozmieSana do vytvorenia homogénnej hmoty.

7.5.4 Priprava disperzie nano TiO: pre stanovenie fotocytotoxicity

Na stanovenie cytotoxicity nano TiO2 boli pouzité rovnaké vzorky ako pri stanoveni
fotokatalytickej aktivity. Bola pripravena zakladna disperzia, ktord obsahovala 25% nano
TiO2 na 10ml PBS. Disperzie boli zhomogenizované pomocou sonikatoru po dobu 30min
v l'adovom kupeli. Nasledne bola zakladna disperzia riedend na polovicu 7-krat, az po

dosiahnutie koncentracie 0,20%. Takto pripravené vzorky boli pouzité na stanovenie.

7.6 Stanovenie vel’kosti a distribucie Castic v roznych médiach metédou

DLS

Stanovenie velkosti Castic bolo prevedené metddou dynamického rozptylu svetla DLS
(Dynamic Light Scattering), ktord je urenda na meranie velkosti Castic vacSinou
v submikronovej velkosti. Metoda DLS je zaloZend na merani Brownovho pohybu Castic,
ktory je definovany ako nédhodny pohyb castic v dosledku ich kolizie rozpustadlom. Plati,

¢im vicsia je Castica, tym bude jej Brownov pohyb pomalsi. [52]

7.6.1 Vlastné stanovenie vel’kosti ¢astic pomocou DLS

Meranie vel'kosti ¢astic nano oxidu titanicit¢ho bolo prevedené pomocou pristroja Zetasizer
Nano ZS90 od vyrobcu Malvern pri teplote 25°C a rozptylovom uhle 90°. Na stanovenie
bola pouzitd klasickéd polystyrénova kyveta. Pristroj bol nastaveny tak, aby kazdé¢ meranie
obsahovalo tri meracie cykly. Doba temperovania pristroja bola nastavena na 100s.
Vysledky merani boli vyjadrené hodnotou z-average, teda z-priemeru Castic, o je intenzitne
vazeny priemer velkosti vSetkych castic pritomnych v suspenzii. Bol takisto stanoveny
index polydisperzity (PdI), ktory charakterizuje Struktiru distribicie Castic. Velkost’ Castic
bola merana ihned’ po priprave vzorky a potom po 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150 minutach.
Z-priemer vSetkych vzoriek bol stanoveny po ich dispergacii vo vode. Spravanie TiO:
v roznych telesnych tekutinach a médidch sa sledovalo iba pre vybrané vzorky, ato

PRECH , PRECH 5, SIGMA a SOLTEX.
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7.7 Zeta potencial

Zeta potencial je fyzikalna vlastnost’, ktorou je popisana akakol'vek Castica v suspenzii. Zeta
potencial je charakterizovany ako potencidl na rozhrani vnutornej a vonkajSej vrstvy
kvapalnej fazy (disperzné prostredie), ktord obklopuje jednotlivé cCastice. Poznanie zeta
potencialu istych systémov, méze pomdct’ pri optimalizacii formulacii suspenzii ¢i emulzii

a je dolezitou velicinou charakterizujicou stabilitu koloidnych ¢astic v disperzii.
Vlastné stanovenie zeta potencialu

Stanovenie bolo vykonané na pristroji Zetasizer Nano ZS90, za podobnych podmienok ako
u stanovenia vel'kosti Castic. Na meranie bola pouzitd kyveta typu DTS1070. Pre vypocet

bola pouzitd Smoluchowského rovnica.

7.8 Skenovacia elektronova mikroskopia (SEM)

Pomocou mikroskopu Nova NanoSEM 450, ktorého analyza je zaloZena na skenovacej
elektronovej mikroskopii bol vyhodnoteny tvar castic PRECH 1 — 6 a PRECH 1.0. Této
metoéda poskytuje najlepsi zobrazovaci a analyticky vykon vo svojej triede. Test bol

prevedeny a vyhodnoteny pracovnikmi CPS (Centrum polymérnych systémov v Zline).

7.9 Uéinnost’ TiO; nano&astic ako UV filtrov

Spomedzi dalSich vlastnosti nanomateridlov bola praktickd Cast’ venovana stanoveniu
ucinnosti TiO2 ako UV filtrov. Pre stanovenie boli pouZit¢ vzorky PRECH 5 a SIGMA

V nasledujiicom texte bude pribliZzeny princip tohto stanovenia.

K stanoveniu bolo potrebné vyvinit’ umelé slnené Ziarenie, ¢o bolo zabezpecené pomocou
pristroja SUNTEST CPS+ (ATLAS). Tento pristroj sluzi k oZarovaniu vzorky po urciti
dobu pri stanovenej teplote. Pocas stanovovania boli vzorky odoberané abola u nich

zmerana transmitancia na spektrofotometri UV-VIS Cary 100.

Vlastné stanovenie

Zo zakladnej disperzie, ktora bola vytvorena zhomogenizovanim vzoriek v glycerole bolo
pred kazdym meranim odobraté dostatoéné mnozstvo na PMMA SB6 dosku. Vzorka bola na
zdrsnenom povrchu kazdej dosky dokladne rozotrena prstom, pri€om bol pocas roztierania

meneny smer pohybu prsta, pre dokladné a rovnomerné rozotrenie. Pri nanasani sa pri konci
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vyvinul na dosku mierny tlak, pre dokonalé nanesenie vzorky na substrat. Od kazdej vzorky
boli pripravené dve dosky. Takto pripravené vzorky boli po dobu 15 mintt ulozené v tme,
pre dosiahnutie ustalenia Castic na substrate a nasledne boli vlozené do spktrofotometra, kde
bola zmerand transmitancia v 10-tich réznych bodoch pred oziarenim UV svetlom.
Namerané hodnoty boli vyhodnotené systétmom Cary WinUV. Ziskané hodnoty boli
prevedené¢ do programu Microsoft Excel a d’alej spracované. Nasledovne boli vzorky
podrobené oziareniu UV svetlom (v rozmedzi od 290 do 400 nm) v solarnej komore
SUNTEST CPS+ pri teplote 40°C po dobu 55 minut. V ¢asoch 15, 30 a 55 minut bola
opitovne zmerand transmitancia v spektrofotometri. Ziskané¢ hodnoty boli prevedené na

absorbanciu a boli vyhotovené zavislosti absorbancie na vlnovej dizke v podobe grafov.

7.10 Stanovenie cytotoxicity nano TiO:

Stanovenie cytotoxicity nano TiO> bolo prevedené na zdklade pokynov na testovanie
chemickych latok OECD (Organizéacia pre hospodarsku spolupracu a rozvoj).[S0] Test
fotocytotoxicity je zaloZeny na porovnani chemickej latky v pritomnosti a v nepritomnosti
expozicie netoxickej davky simulovaného slnecného Ziarenia. Cytotoxicita v danom teste je
vyjadrend pomocou MTT testu, ktorého princip je zalozeny na redukcii vo vode rozpustného
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny, tmavo
fialovy formazan. Tato reakcia prebieha na mitochondidlnej membrane posobenim
mitochondridlnich dehydrogenaz a dochadza knej iba v Zijucich bunkadch. Test sa
vyhodnocuje spektrofotometricky, kedy hodnota absorbancie odpovedd mnozstvu
viabilnych buniek. V nariadeni OECD je odporacany typ buniek Balb/c 3T3, no pri naSom
stanoveni boli pouZzité bunky NIH/3T3. Na vyhodnotenie testu bola pouZitd nasledujuca

stupnica cytotoxicity podl'a poZiadaviek medzindrodnej normy ISO 10993-5:

netoxicky u€inok: mnozstvo viabilnych buniek vyssi nez 80 %,

slabo toxicky uc¢inok: mnozstvo viabilnych buniek 60 — 80 %,

stredne toxicky u¢inok: mnozstvo viabilnych buniek 40 — 60 %,

e Silno toxicky t€inok: mnozstvo viabilnych buniek mensi neZ 40%.
Vypocet doby oZiarenia buniek v pritomnosti TiO2
Cas potrebny na oZiarenie bol vypoéitany podla vztahu [50]:

davka oZzarenia (J/cm?) x 1000 (1)
intenzita ozarenia(mW /cm?) X 60

t(min) =
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Déavka oziarenia predstavuje podla nariadenia hodnotu 5 J/cm?. Intenzita oZiarenia bola
stanovena podla vykonu pouzitej UV lampy. Intenzita bola zmerana v 6smych bodoch 96
jamkovej dosticky. Podl'a stanovenych hodndt, bol ¢as vypocitany podla vztahu (1)

nasledovne:

5 (J/cm?) x 1000
1,5 (mW /cm?) x 60

t(min) =

t = 55 min

Priprava nano TiO:2 na stanovenie cytotoxicity

Na stanovenie fotocytotoxicity boli pouzité rovnaké vzorky ako na stanovenie
fotokatalytickej aktivity, ato vzorka PRECH 5 a SIGMA. Podl'a nariadenia OECD musia
byt chemikalie rozdispergované v pufrovanom roztoku soli, preto bolo na stanovenie
zvolené prostredie PBS. Z kazdej vzorky bola pripravend zakladna disperzia o koncentrécii
25% nano TiO», pretoze tato koncentracia predstavuje najvyssie povolené mnozstvo TiO:
v kozmetickych vyrobkoch. Dispergacia castic bola prevedend pomocou sonikatora
UP400S, Hielscher a vzorky boli umiestnené v l'adovom kupeli. Sonikacia kazdej vzorky
trvala 30 min. Nésledne bolo riedenim danej disperzie vytvorenych 7 roztokov o objeme
5 ml s koncentraciami 12,5; 6,25; 3,13; 1,57; 0,78; 0,39 a 0,20. Takto pripravené vzorky boli

podrobené testovaniu.
Vlastné stanovenie cytotoxicity

Stanovenie prebiehalo pri izbovej teplote a po€as oZiarenia buniek bola platia uloZena na
trepacke, aby nedochddzalo k usadzovaniu TiO,. Trepacka bola nastavena na 500 otacok za

minutu.

Stanovenie bolo zahajené nasadenim buniek NIH/3T3 do 96 jamkovych dosticiek
v koncentréacii 1*10° . Po 24 hodinach bolo prevedené odsatie média a oplachnutie buniek
pomocou 1x100 ul PBS. Nasledne bolo pridanych 100 ul PBS do vSetkych jamiek dosticky
a bunky boli podrobené UV ziareniu, ktoré posobilo 55 mintt. Nasledne boli bunky opéat’
oplachnuté pomocou 5x100 pl PBS, ked’ze nebolo uplne zabrdnené sedimentacii TiO2 na
dno jamiek. Dalsim krokom bolo opitovné pridanie 100 pl média. Po 24 hodindch bolo
médium odsaté a bunky boli inkubované 24 hodin pri 37°C. Nasledne bolo odsaté médium

s MTT abolo pridanych 80 pul DMSO (dimethylsuthoxidu), ktory pdsobil 15 mintt.
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Ukonc¢enim stanovenia bolo meranie absorbancie pri 570 nm. Referencia bola merana pri

690 nm.

Test cytotoxicity bol prevedeny a vyhodnoteny v spolupraci s pracovnikmi CPS.
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8 VYSLEDKY A DISKUSIA

Ciel'om praktickej Casti prace bolo stanovit' velkost’ Castic réznych vzoriek nano TiO»
a charakterizovat’ ich spravanie v prostrediach, ktoré¢ sa pouzivaji na testovanie latok in
vitro a v simulovanych tekutindch traviaceho traktu pomocou metody DLS. Morfologia
vybranych vzoriek bola stanovend pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie. Na zaver

bola skiimana aj u¢innost’ nano TiO» ako UV filtrov a ich fotocytotoxicita.

8.1 Stanovenie velkosti ¢astic metodou DLS

Pred stanovenim velkosti Castic bolo meranie zamerané na uistenie sa, Ze pristroj Zetasizer
Nano ZS90 poskytuje reprodukovatelné vysledky. Bolo preto zhotovenych 6 merani po
sebe, na ktoré bola pouzita vzorka od vyrobcu PRECH 5 s oznacenim Sarze 120717/5.

Tab. 4. Stanovenie opakovatelnosti merania z-priemeru velkosti castic a Pdl vzorky
PRECH 5 vo vode

Cislo merania Z-average [nm| PdI
1. 294,6 0,24

2. 293,7 0,24

3. 290,1 0,19

4. 2874 0,20

S. 291,0 0,22

6. 293,8 0,24

X 291,8 0,22
SMODCH 2,5 0,02

Vysledky zhrnuté v Tab.l. ukazuja, Ze z-priemer velkosti €astic TiOz bol 291,8 nm so
Sandardnou odchylkou 2,5 nm. Reprodukovatelnost merania je teda dobrd. Pre Sirku
distribiicie vyjadrent pomocou PdI je mozno spravit’ rovnaky zaver. Distribu¢né krivky

tychto merani st uvedené na Obr. 7.
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=

Size (d.nm)

Obr.7. Distribucia castic pri merani opakovatelnosti vzorky PRECH 5

8.1.1 Stanovenie vel’kosti ¢astic jednotlivych vzoriek vo vode

Pre vSetky vzorky bolo najskor prevedené stanovenie velkosti Castic v deionizovanej vode.
Potrebny objem vzorky pre vlastné meranie bol odobraty z pripravenej zékladnej disperzie.
Koncentracia bola volend vzdy pred meranim. Vo vicSine pripadov bolo pouzité 20ul

disperzie v 1000ul disperzného média.
Stanovenie vel’kosti ¢astic vzoriek s oznacenim PRECH

Vysledky merania su uvedené v Tab.5. adistribu¢né krivky na obrazkoch 8 az 14.
Z vysledkov je zrejmé, Ze aj ked’ sa velkosti primarnych kryStalitov jednotlivych vzoriek
lisili, velkost’ aglomeratov TiO> lezala v intervale 192 aZz 292 nm. Vynimkou bola vzorka
PRECH 2 s velkostou castic 1537+90 nm. To je zrejmé aj z distribu¢nych kriviek, ktoré su
pre PRECH 2 (Obr. 9.) odlisné.
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Tab. 5. Stanovenie velkosti castic a indexu polydisperzity Pdl vzoriek
s oznacenim PRECH vo vode

Priemer Priemer
Vzorka Z-Average [nm] X [nm] PdI X [nm]
SD SD

213,0 0,241
PRECH 1 214,6 0,229
216,0 112 0,228 £ 0,01

214.8 0,217

1551 0,805
1537 0,648

PRECH 2 1420 0,717
+90,4 +0,16

1640 0,421

229 0,184
236,1 0,179

PRECH 3 238.,6 0,186
+5,1 +0,01

240,7 0,166

2994 0,311
291,1 0,276

PRECH 4 294,1 0,309
+83 + 0,05

079,8 0,208

278.9 0,170
PRECH 5 286,6 0,182
2842 +75 0,196 £ 0,01

296,7 0,180

160,9 0,437
PRECH 6 192,1 0,433
199,8 £23.0 0,437 0,01

215.,6 0,424

209,2 0,195
212,9 0,198

PRECH 1.0 2132 0,191
+29 +0,01

216,2 0,209

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Size Distribution by Intensity
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Obr. 8. Distribucia castic vzorky PRECH 1 vo vode.
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Obr. 9. Distribucia castic vzorky PRECH 2 vo vode.
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Obr. 10. Distribucia castic vzorky PRECH 3 vo vode.
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Obr. 11. Distribucia castic vzorky PRECH 4 vo vode.
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Obr. 12. Distribucia castic vzorky PRECH 5 vo vode.
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Obr. 13. Distribucia castic vzorky PRECH 6 vo vode.
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Size Distribution by Intensity
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Obr. 14. Distribucia castic vzorky PRECH 1.0 vo vode.
Stanovenie vel’kosti ¢astic vzoriek SIGMA a SOLTEX

Velkost castic tychto dvoch vzoriek je uvedena v Tab. 6 a ich distriblicie na Obr. 15 a 16. Je
zrejme, zZe ich Castice su mensie ¢ 140 nm) nez u vzorieck PRECH. Pri porovnani hodn6t Pdl

je mozné d’alej vidiet', Ze vzorka SOLTEX ma uzsiu distribtciu ako vzorka SIGMA.

Tab.6. Stanovenie velkosti castic vzoriek SIGMA a SOLTEX vo vode

Priemer Priemer
Vzorka Z-Average [nm] X [nm] Pdl X [nm]
SD SD
141,0 0,159
SOLTEX 142,3 0,166
143,1 109 0,179 £ 001
142,9 0,161
139,0 0,363
141,5 0,353
SIGMA 144.,0 0,340
+2.0 +0,01
141,5 0,357

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Size Distribution by Intensity
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Obr. 15. Distribucia castic vzoriek SIGMA a SOLTEX vo vode. (Cervena — SIGMA, zelend —
SOLTEX)

Na zéklade ziskanych hodndt velkosti vSetkych castic vo vode boli vybrané na dalsi
vyskum iba 4 vzorky. Ked’Ze vzorky PRECH 1, PRECH 5, SIGMA a SOLTEX vykazovali
najlepSie vlastnosti na zadklade merania pomocou metédy DSL, boli zvolené pre dalSie

testovanie.

8.1.2 Stanovenie velkosti ¢astic TiO2 v PBS

Stanovenie v kazdom disperznom médiu bolo prevedené meranim velkosti Castic na pristroji
Zetasizer Nano ZS90 po dobu 150 minut. Z kazdej vzorky bolo do PS kyvety pomocou
automatickej pipety k Iml daného prostredia pridanych 20ul zakladnej disperzie. Po
spusteni merani sa kazda vzorka v prostredi PBS spravala idnividualne. Vzorka PRECH 1
zmenila v danom prostredi svoju vel’kost’ z pdvodnych 214 nm aZ na hodnotu 33344187 nm.
V ¢asovom priebehu velkost’ Castic klesla pod hodnotu ~ 3000 nm a d’alej sa uz vyrazne
nemenila. Tento jav pravdepodobne naznacuje, Ze dana vzorka v prostredi soli ihned’
aglomerovala. Vzorka PRECH 5 svoju velkost’ oproti povodnej takisto zmenila, ale mene;j
rapidne. Postupom casu sa velkost' jej Castic zvySovala, ¢o znali, Ze Castice mohli
aglomerovat’. Castice vzorky SIGMA takisto v prostredi PBS vyrazne zvysili svoju velkost
a postupne aglomerovali a sedimentovali. Castice vzorky SOLTEX sa spravali podobne ako

vzorka od vyrobcu SIGMA. Vysledky tychto analyz st uvedené v Tab. 7 a na Obr. 16.
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Tab. 7. Stanovenie velkosti castic TiO2v PBS v priebehu 150 minut

PRECH 1 PRECH 5 SIGMA SOLTEX
|t [5| “m [52] T® |0] T® |0
0 3334 187 533 39 2185 454 1919 355
20 2431 179 801 44 2708 134 3339 181
40 2117 71 917 41 2711 122 3518 318
60 2607 260 1123 34 2696 172 3215 81
80 2846 215 1094 34 2964 83 3673 221
100 2747 230 1421 68 2958 670 3083 158
120 2803 180 1502 31 3096 58 3249 428
150 2493 155 1387 52 2678 156 3372 199
Pozn.: SD — smerodajna odchylka
~-#-PRECH1 —@— PRECH5 —&—SIGMA - - -SOLTEX

€as (min)

160

Obr. 16. Grafické zndzornenie casovej zavislosti vzoriek TiO»v PBS




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

8.1.3 Stanovenie vel’kosti ¢astic TiO2v médiu

V poradi druhym disperznym prostredim bolo skimané¢ médium. Vzorka PRECH 1 v médiu
zvicsila svoju velkost’ na hodnotu 22934232 nm. V priebehu 150 minut jej vel'kost’ vzrastla
na maximalnu hodnotu 3791+429 nm a po ukonceni merania klesla na hodnotu 2965+260
nm. U vzorky je viditeI'né, ze jej Castice aglomerovali a po Case aj sedimentovali, o com
svedci aj mierny pokles velkosti Castic. Ten moze byt sposobeny tym, ze vel'ké aglomeraty
sedimentuju a st merané iba tie mensie, ktoré s pritomné v disperznom médiu. Vzorka
PRECH 5 svoju velkost' s porovnani s ostanymi vzorkami az tak vyrazne nezvysila a pri
prvom merani v médiu ¢inila 457421 nm. Po 100 min dosiahla velkost’ 855+63 nm a po
ukoncéeni merania opét’ spadla na 435+18 nm. Takisto je zrejme, ze vzorka aglomerovala
a sedimentovala. Vzorka SIGMA v médiu po prvom merani dosiahla velkost’ 1770+£227 nm,
v priebehu sa jej z-priemer taktieZ zvidcSovala a po ukonceni merania bola jej velkost

2323414 nm. Podobne sa spravala aj vzorka SOLTEX. Obe vzorky v médiu aglomerovali.

Proces aglomeracie TiO> Castic pozorovany v PBS a v médiu je vyvolany zvySenim idnovej
sily v disperzii nanocastic. Proces je mozné vysvetlit' skutocnostou, Ze rast idnovej sily
znizuje hribku diftiznej vrstvy okolo kazdej cCastice a v dosledku toho sa Castice mozu

dostat’ k sebe navzajom dostatocne blizko a zacat’ aglomerovat’.
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Tab. 8. Stanovenie velkosti castic TiO>v médiu v priebehu 150 minut
PRECH 1 PRECH § SIGMA SOLTEX
Cas - - - -
Z-average SD Z-average SD Z-average SD Z-average SD
[min] [nm] [nm] [nm] [nm]
0 2293 232 457 21 1770 227 1312 180
20 3791 429 632 11 2384 64 2269 145
40 3432 193 805 21 2924 140 2710 90
60 3263 120 825 33 2797 274 2723 103
80 3245 328 831 60 2438 135 2741 149
100 2509 352 855 63 2307 107 2554 110
120 3184 428 503 74 2380 77 2414 91
150 2965 260 435 18 2323 14 2329 135
Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Obr. 17. Grafické znazornenie casovej zavislosti vzoriek TiO> v médiu
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8.1.4 Stanovenie vel’kosti ¢astic TiO2 v médiu s obsahom 10% séra

Tretim disperznym prostredim, v ktorom bol merany Casovy priebeh spravania sa velkosti
Castic bolo médium s pridavkom 10%-tného séra. Vzorka PRECH 1 v danom prostredi
zvicsila svoju vel'kost’ na 351+3,8 nm a jej hodnota bola v priebehu celého merania skoro
konstantna. Vzorka PRECH 5 sa spravala podobne ako vzorka PRECH 1 a jej hodnota
v médiu so sérom na zaciatku merania ¢inila hodnotu 404+7,6 nm. Vzorka SIGMA v médiu
so sérom zvicsila svoju velkost najvyraznejsSie, a to na hodnotu 1087+47 nm. V priebehu
merania klesla na 604+33 nm. SOLTEX takisto ako vzorky PRECH 1 a PRECH 5 nezmenili
svoju velkost' az tak rapidne a jej hodnota po prvom merani bola 322+0,6 nm. Vzorky
v danom médiu sice aglomerovali, ale menej ako v ostatnych médiach. Je pravdepodobné,
ze proteiny pritomné v sére vytvorili akasi ochrannti vrstvu na povrchu castic TiO; aich
vel'kost' sa menila iba obmedzene. Z tejto skutoCnosti je mozné usudzovat, Ze sérum
pritomné v médiu ma stabilizacny G¢inok a zamedzuje aglomeracii Castic TiO v disperzii.
Tento efekt bol popisany aj v literatire kedy autori [51] sledovali aglomericiu Ag
nanocastic a zistili, Ze v pritomnosti SGF s obsahom pepsinu je aglomeracia striebornych

Castic nizSia v porovnani s ¢istou SGF.

Tab. 9. Stanovenie velkosti castic TiO>v médiu so sérom v priebehu 150 minut

PRECH 1 PRECH 5 SIGMA SOLTEX

Cas Z-avera Z-avera Z-avera Z-avera
[min] [n:n] - 5P [nfn] - 5D [nfn] u 5D [n:n] * SD
0 351 3,8 404 7,6 1087 47 322 0,6
20 344 3,7 412 3,0 984 41 314 4,6
40 355 5,8 410 4.8 835 26 311 2,8
60 346 7,9 415 7,8 823 20 308 4,3
80 354 6,2 394 9,0 743 39 304 3,8
100 354 6,1 364 6,9 670 17 307 4,2
120 340 7,0 364 4.8 664 15 302 1,0
150 337 4,7 331 4.8 604 33 301 3,0

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Obr. 18. Grafické zndzornenie casovej zavislosti vzoriek TiO> v médiu so sérom

8.1.5 Stanovenie velkosti ¢astic TiO2 v simulovanej Zalido¢nej tekutine

Dal3imi tekutinami, v ktorych bolo merané spravanie sa velkosti astic jednotlivych vzoriek

nano TiO boli tekutiny traviaceho traktu. Prvym prostredim bola simulovand Zalido¢na

tekutina (SGF, pH = 1,2). Castice vzorky PRECH 1 zviésili svoju vel’kost po prvom merani

v SGF na 459+16 nm a poc€as 150 min svoju velkost' postupne zmenila na maximalnu

hodnotu 762+21 nm. Vzorka PRECH 5 sa spravala podobne ako vzorka PRECH 1, ale jej

maximalna hodnota, ktori pocas merania dosiahla bola 973424 nm. Vzorka SIGMA

zvicsila svoju velkost’ iba nebadatelne a to na hodnotu 169+10 nm a po skonceni merania

¢inila vel’kost’ 131+0,8 nm. Tato vzorka bola teda v prostredi SGF najstabilnejSia. U vzorky

SOLTEX bola zmena najvyraznejSia. Po prvom merani bola velkost’ ¢astic 17014282 nm

a po ukonceni merania bola velkost’ ¢astic 2319470 nm, ¢o znaci, ze Castice boli podrobene

vyraznej aglomeracii.
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Tab. 10. Stanovenie velkosti castic TiO2v simulovanej Zaludocnej tekutine v priebehu 150

minut
PRECH 1 PRECH 5 SIGMA SOLTEX
Cas Z-average SD Z-average SD Z-average SD Z-average SD
[min] [nm] [nm] [nm] [nm]

0 459 16 464 38 169 10 1701 282
20 561 16 761 26 146 2,7 2728 131
40 656 7 973 24 139 2,2 3032 187
60 700 10 908 35 140 3.3 2792 246
80 731 16 891 12 138 1,8 2757 107
100 762 21 849 43 144 2,9 2913 229
120 745 21 711 40 138 4,5 2627 289
150 656 42 630 36 131 0,8 2319 70

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Obr. 19. Grafické zndzornenie casovej zavislosti vzoriek TiO> v simulovanej Zaludocnej

tekutine (pH = 1,2)
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8.1.6 Stanovenie vel’kosti ¢astic TiO2 v simulovanej Zalido¢nej tekutine s pridavkom

pepsinu

Druhou tekutinou z prostredia traviaceho traktu bola takisto SGF (pH = 1,2), ale s
pridavkom enzymu pepsinu. Oproti Cistej SGF vSetky vzorky menili vel'kost’ svojich Castic
ovela vyraznejSie. Vzorka PRECH 1 mala velkost' svojich Castic po prvom merani
1605+320 nm a poc¢as merania dosiahli maximalnu hodnotu 3014+124. Po ukonc¢eni merania
opéat’ zmenili Castice vel'kost’ na 1893+113 nm. Vzorka PRECH 5 mala po prvom merani
velkost' 512+52 nm a pocCas merania dosiahli Castice maximalnu velkost’ 1051+25 nm.
Vzorka SIGMA mala po prvom merani v SGF s pepsinom castice vel'kosti 1417+313 nm
a po ukonceni 2349+117 nm. Vzorka SOLTEX mala hodnotu na zaciatku merania Castice
s priemerom 1930+£116 nm a pocas 150 minut dosiahli ¢astice maximalnu vel'kost’ 3206+42

nm. Vzorka teda v danom prostredi vyrazne aglomerovala.

Tab. 11. Stanovenie velkosti castic TiOzv simulovanej Zaludocnej tekutine s pridavkom
pepsinu v priebehu 150 minut

PRECH 1 PRECH 5 SIGMA SOLTEX
o el bl e L el Ll e E
0 1605 320 512 52 1417 313 1930 116
20 3014 124 842 44 1933 94 3041 29
40 2803 72 1051 25 2144 156 3206 42
60 2709 34 1040 20 2143 99 2826 125
80 2493 71 885 14 2485 95 2696 61
100 2444 76 895 19 2380 132 3058 170
120 2301 112 830 82 2543 131 2833 163
150 1893 113 730 28 2349 117 2690 134

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Obr. 20. Grafické zndzornenie casovej zavislosti vzoriek TiOz v simulovanej Zaludocnej

tekutine s pridavkom pepsinu

8.1.7 Stanovenie vel’kosti ¢astic TiO2 v simulovanej ¢revnej tekutine

Dal$ou tekutinou traviaceho traktu bola simulované ¢revna tekutina (SIF, pH = 6,8). Vzorka
PRECH 1 vyrazne zmenila svoju velkost’ po prvom merani na hodnotu 2226+79 nm, no
pocas merania uZ vel'mi tato hodnota nekolisala. Z toho vyplyva, Ze Castice aglomerovali do
viacsich zhlukov. Vzorka PRECH 5 svoju vel'kost’ zmenila menej rapidne a po prvom merani
mali Castice priemer 520+58 nm. Pocas merania sa ich hodnota zvySsila na 797479 nm a po
ukonceni boli Castice opdt’ mensie a mali 488+81 nm. DoSlo k menej vyraznej aglomeracii,
ale aj ksedimentacii cCastic. Vzorka SIGMA po prvom merani eSte nebola vyrazne
ovplyvnena, no v priebehu merania dosiahla maximalnej velkosti 2035+37 nm. U tejto
vzorky dochadzalo k postupnej aglomeracii Castic. Vzorka SOLTEX v prostredi SIF po
prvom merani vykazovala hodnotu velkosti ¢astic 2486+247 nm a v priebehu merania sa

Castice zvdcSovali az do hodnoty 3106+115 nm. Doslo takisto k vyraznej aglomeracii Castic.
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Tab. 12. Stanovenie velkosti castic TiO2v simulovanej crevnej tekutine v priebehu 150 minut

PRECH 1 PRECH 5 SIGMA SOLTEX
Cas | Z-avera Z-avera Z-avera Z-avera
win |t |2 o |2 | ®] fm | 5P
0 2226 79 520 58 386 63 2486 247
20 2556 53 560 19 1077 77 3295 94
40 2538 132 761 24 1516 43 3106 115
60 2725 280 797 79 1848 132 3081 94
80 2711 40 791 85 1998 40 2657 18
100 2495 60 650 27 1956 17 2950 169
120 2661 119 593 130 1968 196 2473 153
150 2568 142 488 81 2035 37 2422 166
Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Obr. 21. Grafické znazornenie casovej zavislosti vzoriek TiO> v simulovanej crevnej tekutine
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8.1.8 Stanovenie velkosti ¢astic TiO2 v simulovanych slinach

Poslednou tekutinou z prostredia traviaceho traktu boli simulované sliny. Vzorka PRECH 1

po prvom merani mala velkost' Castic v maximalnej hodnote ato 2908+854 nm. Pocas

merania sa ich velkost’ zmenila na kone¢nych 1981+274 nm. Vzorka teda sedimentovala

a jej Castice aj vyrazne aglomerovali do véac¢sich skupin. Vzorka PRECH 5 oproti ostatnym

vzorkdm zmenila velkost' Castic najmenej. Po prvom merani mali Castice 392+13 nm

a a pocas merania dosiahli maximalnej hodnoty 463+16 nm. Po 150 minttach mali Castice

384+7 nm, ¢o naznaCuje miernu sedimentaciu Castic. Vzorka SOLTEX takisto vyrazne

aglomerovala a po prvom merani mali Castice 1544+144 nm. Maximalna vel'kost Castic tejto

vzorky bola 2211+128 nm a po ukonceni merania mali Castice 169732 nm. Vzorka teda

taktiez aj sedimentovala.

Tab. 13. Stanovenie velkosti castic TiOzv simulovanych slinach v priebehu 150 minut

PRECH 1 PRECH 5 SIGMA SOLTEX
o e Lo e o P T e [
0 2908 854 392 13 1313 202 1544 144
20 2339 50 445 10 1898 86 2175 56
40 1935 77 463 16 1952 81 1921 265
60 1782 148 460 21 1822 106 1845 249
80 1549 77 441 3 1963 81 2211 128
100 1152 34 434 9 1909 50 2191 161
120 1404 203 404 12 2017 115 1976 29
150 1981 274 384 7 2258 79 1697 32

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Obr. 22. Grafické zndzornenie casovej zavislosti vzoriek TiO> v simulovanych slinach

8.1.9 Zhrnutie

Metodou DLS bolo analyzované spravanie sa castic vzoriek v roznych disperznych
prostrediach. Prostredia PBS, médium a médium s 10% telacim sérom boli doleZité pre
analyzu, pretoZze sa pouZzivaji na testovanie vzoriek in vitro, napriklad pri testoch
bio-kompatibility. Cielom bolo sledovat’ stabilitu castic pozorovanim aglomerécie
a sedimentacie v danych prostrediach. V tychto troch prostrediach sa jednoznacne najlepSie
spravala vzorka PRECH 5, ktord aglomerovala najmenej vyrazne. V médiu so sérom mali
takmer vSetky vzorky podobné spravanie, ¢o bolo sposobené pravdepodobne pritomnost'ou
proteinov, ktoré vytvorili akusi ochranni vrstvu na povrchu castic. Pokial' zhodnotime
aglomeraciu najpodrobnejSie Studovanych vzoriek PRECH 5 a SIGMA v tychto médiéch,
tak mozeme konStatovat, Ze aglomeracia rastla pre obidve vzorky rovnako, ato

v nasledujucom poradi: médium so sérom < médium < PBS.

Analyza vzoriek v tekutinach traviaceho traktu bola prevedena na objasnenie ako sa Castice
mozu spravat’ v l'udskom organizme po ich poziti. Vzorka PRECH 5 a SIGMA aglomerovali
najmenej. Ich chovanie vo vztahu k aglomeracii vSak bolo v rdéznych simulovanych

telesnych tekutinach rézne. Pre PRECH 5 réstla aglomeracia nasledovne: simulované sliny <
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SIF < SGF < SGF + pepsin. Pre vzorku SIGMA vsak bolo poradie nasledujuce: SGF < SIF
< simulované sliny < SGF + pepsin. Z vysledkov je zrejmé, ze pritomnost pepsinu
v simulovanej zalidocnej tekutine spdsobila najvacsiu aglomeraciu oboch vzoriek.
Rozdielne chovanie v dalSich telesnych tekutindich mozeme vysvetlit' rozdielnym zeta
potencidlom stanovenym pre obidve vzorky (Tab.14.), kedy pre PRECH 5 bol zeta potencial
zaporny (-21,3 + 0,3 mV), zatial ¢o pre vzorku SIGMA bol kladny (+18,8 = 0,3 mV).

Vzorka SOLTEX vo vsetkych tekutinach traviaceho traktu aglomerovala najviac.

8.2 Stanovenie zeta potencialu

Medzi d’alsie charakteristiky, ktoré boli skimané v diplomovej praci patri aj zeta potencial
jednotlivych Castic vzoriek. Jeho hodnota vypoveda o stabilite sledovanych disperzii. Ak je
hodnota zeta potencidlu velka, a to bud’ kladnd, alebo zapornd, budu sa navzajom Castice
odpudzovat’, ¢o zabrani ich aglomeracii. Pokial' si jeho hodnoty nizke, Castice budu
aglomerovat. Hrani¢nd hodnota stability/nestability Castic predstavuje +30 mV alebo -30
mV. Hodnoty zeta potencidlu boli stanovované iba v Di-H>O, pretoze disperzné média
obsahuju rozne zlozky ako soli, proteiny a pod., ktoré ovplyvituji hodnoty potencidlu, o by
znemoznilo ich zrovnanie. Preto uvedené hodnoty vypovedaju iba o stabilite vo vodnej

disperzii Castic.

Tab. 14. Hodnoty zeta potencialu jednotlivych vzoriek vo vode s neadjustovanym pH

Vzorka Zeta potencial [mV] SD [mV]
PRECH 1 -9,3 0,3
PRECH 5 21,4 0,3

SIGMA 18,8 0,3
SOLTEX -24,8 0,5

Pozn.: SD — smerodajna odchylka

Z vysledkov merania zeta potencidlu jednotlivych vzoriek je zrejmé, ze v neadjustovanom
pH ani jedna z nich nedosiahla hranicu stability. U vSetkych vzoriek je teda pravdepodobné,
ze budu v disperznych prostrediach aglomerovat’ a spdjat’ sa do vécsich celkov. Z Tab. 14.
Je takisto zrejmé, ze vzorka SIGMA ako jedind vykazovala kladny zeta potenciél, ¢o sa
prejavilo vo vysSie popisanych rozdieloch jej spravania sa v prostredi o réznom pH (SGF

pH = 1,2 a SIF pH = 6,8)
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8.3 SEM

Vdaka SEM bolo moZné porovnat’ jednotlivé vzorky PRCH podla ich tvaru a morfoldgie.
Medzi jednotlivymi vzorkami st zretel'né rozdiely. Vzorky PRECH 5 (Obr. 28) a PRECH 6

(Obr. 29) vykazuju viditel'ne rozdielnu morfoldgiu a tvar Castic ako ostatné vzorky.

1012 16/1

120717/1

Ly
Nova NanoSEM

——  ym—

Nova NanoSEM

Obr.23. Vyhodnotenie pomocou SEM Obr.24. Vyhodnotenie pomocou SEM
vzorky 101216/1 — PRECH 1.0 vzorky 120717/ — PRECH 1
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120717/2 120717/3

Nova NanoSEM

Obr.25. Vyhodnotenie pomocou SEM Obr.26. Vyhodnotenie pomocou SEM vzorky
vzorky 120717/2 — PRECH 2 120717/3 — PRECH 3

120717/4 120717/5

1pm - V W spot | det | mode - 1 pm
Nova NanoSEM 500KV m 2.5 TD | SE Nova NanoSEM

Obr.27. Vyhodnotenie pomocou SEM Obr.28. Vyhodnotenie pomocou SEM

vzorky 120717/4 — PRECH 4 vzorky 120717/5 - PRECH 5
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120717/6

Obr.29. Vyhodnotenie pomocou SEM vzorky 120717/6 — PRECH 6

8.4 Stanovenie ucinnosti TiO; ako UV filtra

Ako uz bolo spomenuté na test boli pouZité vzorky s oznacenim PRECH 5 a od vyrobcu
SIGMA. Stanovenie filtratnej U¢innosti prebehlo u vSetkych pripravenych dosiek naraz,

vlozenim do pristroja SUNTEST CPS+ a oziarenim UV svetlom po dobu 55 minut.

Obr.30. Dosky s nanesenymi vzorkami pred oziarenim vlozené do pristroja SUNTEST
CPS+
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Vzorky sa javili rozdielne uz pri pohl'ade vol'nym okom. Po spracovani dat ziskanych zo
spektrofotometra boli zostavené grafické zavislosti absorbancie na vlnovej dizke.
Absorbancia bola merana pri vinovych dizkach od 400 do 290 nm. Vlnové dizky 320 — 400
nm odpovedaju UVA Ziareniu, zatial' o dizky 290 — 320 nm prinalezia UVB Ziareniu.
Vzorka PRECH 5 (Obr. 31) mala pri A=400 nm pred oziarenim hodnotu absorbancie 0,037.
V priebehu ozarovania sa pri tejto hodnote vinovej dizky absorbancia vyrazne nemenila.
Hodnota absorbancie pri A=290 nm pred oziarenim bola 0,049. Po 15-tich minutach
expozicie UV svetlu klesla na hodnotu 0,048 a pri odobrati vzoriek po 30-tich a 55-tich
minatach mala opét’ hodnotu 0,049. Je vsak tiez mozné konstatovat’, ze k vyraznej zmene

absorbancie pocas oziarenia nedoslo.

=0 min 15 min 30 min 55 min

0,050 1
0,048
0,046
0,044

0,042

Absorbancia

0,040

0,038 - \\/\/\,
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290 310 330 350 370 390
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Obr. 31. Priebeh merania ucinnosti ako UV filtra vzorky PRECH 5

Vzorka od vyrobcu SIGMA ALDRICH sa spravala odliSne (Obr.32). Pred oZiarenim mala
hodnotu absorbancie pri A=400 nm 0,053. V priebehu ozarovania absorbancia klesla iba
nevyrazne. Po 15-tich minutach sa jej hodnota zmenila na 0,052, po 30-tich mintutach na
0,051 a po 55-tich minutach klesla na hodnotu 0,049. Zmeny pri vinovej dizke A=290 nm

vSak boli vyraznejSie. Pred ozZiarenim bola hodnota absorbancie 0,213. Po 15-tich
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minutach klesla jej hodnota na 0,190, po 30-tich minttach na 0,176 a po 55-tich mintitach
azna0,163.

0 min 15 min 30 min 55 min
0,220 -
0,200 -
0,180 -
0,160 -
0,140 -

0,120 -~

Absorbancia

0,100 -
0,080 -

0,060 -

0,040 T T T T T
290 310 330 350 370 390

Vlnova dizka (nm)

Obr. 32. Priebeh merania ucinnosti ako UV filtra vzorky SIGMA

Z grafického spracovania je zrejmé, Ze vzorka s oznacenim PRECH 5 bola po expozicii

UV Zziareniu po dobu 55 mintt stabilnejSia ako vzorka SIGMA.

Z Obr. 31 a 32 sti¢asne vyplyva, Ze obe vzorky su viac u¢inné v UVB oblasti, ked’Ze je ich
absorbancia vrozmedzi 290 — 320 nm vysSia, nez pri dlhsich vlnovych dizkach
odpovedajucich UVA ziareniu, o je typicka vlastnost” TiO Sucasne je zrejmé, ze pri
rovnakej koncentracii disperzie 5 % je absorbancia, teda efektivita TiO; disperzie vysSia
pre vzorku SIGMA s men§imi Casticami nez pre vzorku PRECH, ktorej Castice su vicsie.
Dal§im rozdielom je zloZenie vzoriek. Zatial' o vzorka PRECH je TiO» vo forme rutilu,

vzorka SIGMA je zmesou rutilu a anatasu.

8.5 Stanovenie cytotoxicity nano TiO:

Cytotoxicita je dolezitym parametrom pri posudzovani bezpecnosti a ucinnosti
kozmetickych pripravkov. Pri vyhodnoteni vysledkov z tohto stanovenia boli zostrojené

grafické zavislosti relativnej Zivotaschopnosti buniek na koncentracii TiO», ktoré boli
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porovnavané s kontrolou. Ako kontrola vysledkov cytotoxicity uvedenych na Obr. 33 a 34
je povazovana relativna zivotaschopnost’ buniek po oziareni UV svetlom. Na Obr. 32 je
znazorneny vplyv UV ziarenia na mysie fibroblasty NIH/3T3 bez pritomnosti TiO,.
Z obrazku je zrejmé, ze pre bunky NIH/3T3 bolo toxické uz samotné UV Ziarenie, ktoré

spdsobilo znizZenie zivotaschopnosti buniek viac ako o polovicu.
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Obr.34. Zivotnost buniek NIH/3T3 v zavislosti na koncentracii TiO: vzorky SIGMA po

oziareni UV svetlom
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Obr.35. Zivotnost buniek NIH/3T3 v zavislosti na koncentrdcii TiO> vzorky PRECH 5 po

oziareni UV svetlom

Na vyhodnotenie testu bola pouZzitd nasledujiica stupnica cytotoxicity podla poziadaviek

medzinarodnej normy ISO 10993-5:

¢ netoxicky u€inok: mnozZstvo viabilnych buniek vyssi nez 80 %,

slabo toxicky G€inok: mnoZstvo viabilnych buniek 60 — 80 %,

stredne toxicky uc¢inok: mnozstvo viabilnych buniek 40 — 60 %,

e Silno toxicky u€inok: mnozZstvo viabilnych buniek mensi nez 40%.

Viabilita buniek po pridani vzorky TiO> SIGMA o koncentracii 12,5 % klesla oproti
kontrole na cca 90%, €o znaci, ze dané mnoZzstvo nebolo pre bunky toxické. So znizujucou
sa koncentraciu toxicita rastla a ked’ vezmeme do uvahy smerodajnu odchylku stanovenia,
bola viabilita buniek pri nizSich koncentraciach vo vicsine pripadov v blizkosti 60 %. To
zna¢i, ze dané mnozstvo malo na bunky stredne toxicky ucinok. Vynimkou bola

koncentrécia 0,39 %, pri ktorej bol stanoveny silne toxicky ti¢inok.
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Zivotaschopnost’ buniek po pridani vzorky PRECH 5 o koncentrécii 12,5 % mala na bunky
stredne toxicky ucinok, pretoze ich viabilita klesla na troven 50 %. Podobne ako u vzorky

SIGMA sa toxicita pri d’alSom riedeni menila iba vel'mi malo.

V suvislosti s textom cytotoxicity na oziarenych bunkach je potrebné poznamenat, Ze
testovanie cytotoxicity na bunkdch NIH/3T3 nebolo v stilade s nariadenim OECD, ktoré
prepisuje pouzitie linie Balb/c 3T3. T4 vSak nebola na pracovisku CPS k dispozicii.
Z vysledkov daného testu teda nie je mozné urobit’ o¢akdvané zavery, ked’ze bunky, ktoré

boli pouzité su v porovnani s odpora¢anymi bunkami citlivejsie.

Pri porovnani toxického u€inku na bunky vzorieck SIGMA aPRECH 5 mozeme
skonStatovat, ze toxickejsi ucinok na viabilitu buniek mala vzorka PRECH 5, pretoze ich
zivotaschopnost’ po pridani TiO2 a UV oziareniu pre koncentraciu 12,5 % nizSia ako
u vzorky SIGMA. Pri nizSich koncetracidch boli vysledky oboch vzoriek porovnatelné.

V novej stadii vSak bude nutné zopakovat’ test s bunkami Balb/c 3T3.
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ZAVER

Diplomova préca sa v teoretickej ¢asti venovala charakterizacii nanomaterialov, priblizeniu
ich zékladnych vlastnosti a zhrnutiu ich vyuZitia v priemysle. Dalej sa teoreticka Gast’
venovala dokladnejsie nanocasticiam TiO> a ZnO, ktoré sa najcastejsSie vyuzivaju ako UV
filtre v kozmetickych pripravkoch. Bolo popisané takisto ich posobenie na organizmus
a jednotlivé organely, cesty vstupu tychto Castic do organizmu a mechanizmus mozného
toxického ucinku na cloveka. V neposlednom rade bolo doélezité zhrnut aj legislativne

poziadavky na dané nanomaterialy, ked’ze spadaji pod prisnu kontrolu.

Prakticka Cast’ diplomovej prace sa venovala vyhradne TiO2, kde hlavnou cast'ou bolo
popisat’ spravanie sa danych castic v roznych disperznych prostrediach, prostrednictvom
metddy dynamického rozptylu svetla (DLS) meranim na pristroji Zetasizer Nano ZS90.
Danou metédou boli popisané zmeny velkosti v zavislosti od prostredia, v ktorom sa
Castice nachadzali a ¢asovy priebeh zmien po dobu 150 minat. Meranie v PBS, v médiu
a vmédiu s pridavkom 10 % telacieho séra ma vyznam pri skimani Castic in vitro, kde
bolo zistené, ze vSetky vzorky v danych prostrediach aglomerovali, teda zvac¢Sovali svoju
velkost. V médiu so sérom castice aglomerovali najmenej, Co je spdsobené
pravdepodobne vytvorenim komplexu nanocastice — protein, ktory dany systém
stabilizoval. Ked’Ze vel'mi pravdepodobnou cestou vstupu nanocastic do organizmu je aj
cez Ustnu dutinu, meranie velkosti Castic pomocou metdody DLS bolo prevedené aj
v simulovanych tekutinach traviaceho traktu, teda v slindch, v Zalidoc¢nej tekutine,
v Zalido¢nej tekutine s pridavkom pepsinu a v ¢revnej tekutine. Vysledky tychto stanoveni
jasne hovoria, Ze castice vSetkych pouzitych vzoriek TiOz v tychto tekutinach
aglomerovali a niektoré aj sedimentovali, ¢o by mohlo znamenat’ usadenie danych Castic
v gastrointestinalnom trakte. Na pristroji Zetasizer Nano ZS90 bolo takisto prevedené aj
meranie stability pomocou stanovenia hodnoét zeta potencidlu danych vzoriek, ktoré urcuji
pravdepodobnost’ aglomeracie castic. Z vysledkov je zrejmé, Ze Castice danych vzoriek

nedosahuju hodnotu +/- 30 mV, ktora stanovuje hranicu stability Castic.

Na d’als$iu charakterizaciu jednotlivych vzoriek boli pouzité tiez vysledky zo skenovace;j

elektronovej mikroskopie (SEM), ktoré zostavili v Centre polymérnych systémov v Zline.

Poslednym, vel'mi déleZitym stanovenim, bolo stanovenie cytotoxicity danych vzoriek.
Stanovenie prebiehalo podl'a odport¢ani OECD s malymi upravami. Boli pouzité bunky

NIH/3T3, ktoré boli spolu s vybranymi vzorkami TiO2 vystavené UV Ziareniu po dobu 55
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minut. Samotnému stanoveniu predchadzalo oziarenie buniek bez pritomnosti TiO2, kde
bolo zistené, ze dany typ buniek je citlivy uz na samotné UV ziarenie a viabilita buniek sa
vyrazne znizila. V pritomnosti TiO; sa toxicky u¢inok na bunky este prehibil. Porovnanim
vzoriek, ktoré boli pouzité na dany vyskum mozeme skonstatovat’, ze vzorka PRECH 5
mala toxickejsi ucinok a viabilitu buniek znizila oproti vzorke SIGMA vyraznejsie. Ked'ze
na meranie bol pouzity iny typ buniek ako je uréeny v OECD, vysledky preto mozu byt
odlisné, aké by sme mohli ocakavat, preto je potrebné dodrzat pokyny OECD na

stanovenie fotocytotoxicity a pouzit’ odporuc¢ant bunkovu liniu Balb/c 3T3.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

IM
a.t.d.
Ag

Al
AlO3
ANESS
Au
CAS

CMR

CPS

DLS

DNA
EU

FexOy

G+

HCI
HLB

IUPAC

mikrometer

1 moléarny roztok

A tak d’alej

Chemicka znacka pre prvok striebro

Chemicka znacka pre prvok hlinik

Oxid hlinity

Agentura pre potraviny, zivotné a pracovné prostredie, zdravie a bezpecnost’
Chemicka znacka pre prvok zlato

Registra¢né ¢islo materialu

Oznacenie kategorie latok identifikovanych ako karcinogénne, mutagénne

alebo reprotoxické
Centrum polymérnych systémov v Zline

Dynamic light scattering — metéda merania velkosti cCastic pomocou

dynamického rozptylu
2-deoxyribonukleova kyselina
Europska tnia

Vseobecné oznacenie pre oxidy Zeleza
gram

Bakterialny typ bunky, ktory sa podl'a Grammovho farbenia javi ako gramm

negativny

Bakteridlny typ bunky, ktory sa podla Grammovho farbenia javi ako gramm

pozitivny
Kyselina chlorovodikova
Hydrofilne — lipofilna rovnovaha

International Union for Pure and Applied Chemistry — Medzinarodna Unia pre

¢istu a aplikovanu chémiu
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K2CO;s
1
MBBT
MexOy
ml
MTT
NaCl
NaHCO;3
NaNO>
NaOH
NLC
nm
OH-
OMC
OOH-
PAL
PbS
PdI
PMMA
RNS
ROS
SGF
SIF
Si02
SLN

TiO;

Uhli¢itan draselny

liter

Methylene Bis-Benzotriazolyl Tetramethylbuthylphenyl — fyzikalny UV filter
Vseobecné oznacenie pre oxidy kovov

mililiter

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
Chlorid sodny

Hydrogénuhli¢itan sodny

Dusitan sodny

Hydroxid sodny

Nanostructured lipid carrier — nanoStrukturované nosice lipidickych castic
Nanometer

Hydroxylovy radikal

Oktylmetoxycinamat

Peroxylovy radikal

Povrchovo aktivna latka — surfaktant

Sulfid olovnaty

Index polydisperzity

Polymethylmetakrylat

Reactive nitrogen species — reaktivne formy dusika
Reactive oxygen species — reaktivne formy kyslika
Simulovana Zaludo¢na tekutina

Simulovana ¢revna tekutina

Oxid kremicity

Solid lipid nanoparticles — pevné lipidické nanocastice

Oxid titanicity
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TixOy
uv
UVA
UVB
VVBS

Zn0O

Vseobecné oznacenie pre oxidy titdnu

Ultra fialové ziarenie

Ultra fialové Ziarenie vo vinovej dizke 400-320 nm
Ultra fialové Ziarenie vo vinovej dizke 320-290 nm
Vedecky vybor pre bezpecnost’ spotrebitel'a

Oxid zino¢naty
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