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ABSTRAKT

Prace je v prvni ¢asti vénovana stanoveni dermalni absorpce emulznich zinkovych bélob
raznych typu, ve kterych je ZnO rozptylen ve form¢ nanocastic metodou in vitro. S pouzi-
tim nanocastic v prostfedcich na slunéni totiz roste obava potencidlniho rizika na lidské
zdravi a i kdyz v soucasné dobé neni ZnO v seznamu povolenych UV filtrQ, jedna se o jeho
schvaleni. Ve druhé Casti je prace zaméfena na stanoveni zinku penetrovaného do kuze
metodou AAS a ovéfeni moznosti aplikace spektrofotometrického stanoveni zinku vybra-
nou metodikou. Principem této metody je barevna reakce zinku s xylenolovou oranzi za
vzniku komplexu, ktery je stabilizovan kationaktivnim tenzidem v prostfedi pH 5,5.
V piipadé pouziti modelovych vzorkl Ize tvrdit, ze aplikovana metodika spektrofotomet-
rického stanoveni je pro kosmetické prostiedky obsahujici tukovou sloZzku vhodna. Co se
tyCe vzorku ziskanych dermalni absorpci, byly hodnoty ziskané spektrofotometrickou me-
todou vys$si nez v piipadé AAS, coz bude predmétem dal§iho zkoumani. Ze ziskanych vy-
sledkt vsak lze konstatovat, Ze zinek nepenetruje nize nez do rohové vrstvy a tato vrstva

kuaze tak plni svou bariérovou funkci.

Kli¢ova slova: oxid zineC¢naty, nanocastice, dermalni absorpce, spektrofotometrické stano-

veni



ABSTRACT

This thesis is in the first part focused on assessment of dermal absorption of emulsive Zinc
whites of different types, in which ZnO is dispersed in the form of nanoparticles, using an
in vitro method. The inclusion of nanoparticles in sunscreens increases the concern of poss-
ible hazards for human health, and although currently ZnO is not included in the list of
approved UV filters, the process of its approval is under way. The second parts of this work
is aimed on Zinc penetration into skin determined by AAS method and on the possibility to
apply new methodology based on spectrophotometry. The principle of this method is a col-
or reaction between Zinc and xylenol orange, resulting in a complex stabilize by a cationic
surfactant at pH 5,5. In case of the model samples, the applied spectrophotometric metho-
dology seems to be acceptable for cosmetic products containing fatty components. In case
of samples obtained from dermal absorption, the spectrophotometric method provided
higher values than ASS. This result will be studied further in the future. The results sug-
gest, that Zinc is not penetrating deeper than into the horny layer, which fulfills its barrier

function.

Keywords: zinc oxide, nanoparticles, dermal absorption, spectrophotometric determination
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UVOD

Je v§eobecné znamo, Ze slunecni zafeni mé negativni vliv na lidské zdravi, diky UV zateni,
které muze vyvolat vznik rakoviny kitize. Rakovina kiize v sou¢asné dobé patii mezi nej-
Castéji se vyskytujici civilizacni onemocnéni. Je tedy nutné se pred timto zafenim chranit.
Ucinné opatieni zajist'uje pouziti prostiedkl na slunéni.

Ptitomnost nano ingredienci v téchto prostiedcich vSak zvysuje obavu z moznych nezadou-
cich uc¢inka na lidské zdravi, z divodu jejich pravdépodobnéjsi penetrace kizi. Je proto
velmi dilezité porozumét jejich chovani v biologickych systémech, znat jejich vlastnosti a

zajistit jejich bezpecénost.

I pfes zajem vyzkumnych tymu je vSak stale nedostatek informaci tykajici se identifikace
potencialnich zdravotnich rizik spojenych napf. s expozici nebo vlastnostmi nanocastic.
S tim souvisi i1 pozadavek vladnich i nevladnich organizaci, v reakci na rostouci vyznam

nanotechnologii, o pfisnéjsi kritéria pfi hodnoceni bezpecnosti nanomaterialii.

Vétsina test, kterymi jsou hodnoceny nanomaterialy, se Vv poslednich letech provadéji na
bunéénych kulturach. Nicméné vysledky téchto studii jsou zavadgjici, a proto je potieba

validovat tyto metody s metodami provadénymi na zviratech.

Velka pozornost, odbornik a vetejnosti je vénovana problematice nanomaterialtl. Z tohoto
divodu je prace zaméfena na stanoveni penetrace oxidu zinecnatého ve formé nano, ktery

je pouzivan v kosmetickych prostredcich ke slunéni.

o v r

Informace o penetraci kazi slouzi jako jeden z podkladli pro zhodnoceni bezpe¢nosti nejen

ptislusnych ingredienci, ale i findlniho vyrobku.
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. TEORETICKA CAST
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1 FOTOPROTEKCE

Na zemsky povrch dopada slunecni zafeni o vinové délce v rozsahu od 280 nm (oblast ul-
trafialového zateni) do 2500 nm (pasmo infracerveného zateni). Az 45 % ptipadé infracer-

venému zéieni, 50 % zareni viditelnému a zbyvajici ¢ast, tedy 5% ultrafialovému zateni.

A pfiesto, ze ultrafialové (UV) zafeni tvoti pouhych 5% z celkového slune¢niho zafeni, je
odpovédné za nezadouci G¢inky na lidské zdravi. Mize vyvolat jak akutni (zanét, opaleni,
imunologické zmény a hyperplazie), tak chronické (starnuti a fotokarcinogeneze) poskoze-

ni kaze [1].

Podle vinové délky [2] se UV zafeni déli na UVC (200- 290 nm), které je pohlceno atmo-
sférou a na zemsky povrch nedopada, dale UVB (290 — 320 nm) a UVA (320 -400 nm),
které je Casto dale déleno na UVA; (320 — 340 nm) a UVA; (340-400 nm). Jeho intenzita
neni stala. Méni se v zavislosti na ro¢nim obdobi, denni dob¢, zemépisné Sifce, nadmotské
vysce, apod. Za vice rizikové, z hlediska ohrozeni lidského zdravi, je povazovano UVB
zareni. Akutni expozice tomuto zafeni se projevuje zanétem, jehoz projevem je slunec¢ni
erytém (zarudnuti pokozky), otok, paleni a bolest. Je mu také pfisuzovana zodpoveédnost za
vyvoj a vznik rakoviny kaze, coz je spojeno s nadmérnym a dlouhodobym slunénim a
schopnosti organismu celozivotni kumulace UV zafeni. Pigmentace a aktinické starnuti
ktize (neboli slune¢ni elastdza) je vyvolana UVA slozkou zateni. Hovoii se o ni také jako o

pravdépodobném faktoru, podporujicim vznik rakoviny kize [2].

Pohlceni fotont UV zafeni riznymi chromatofory (latky schopné absorbovat UV zateni),
které jsou piirozenou soucasti ktize, napt. lipidy, melanin, DNA, RNA, voda, vonné ami-
nokyseliny jako thyrosin, ma za nasledek rizné fotobiologické a fotochemické procesy,
které mohou byt sekundarné¢ umocnény vznikem reaktivnich kyslikatych sloucenin. Jde o
déje, které jsou pro ¢loveéka skodlivé, a jak jiz bylo feceno vyse, rozsah poskozeni zavisi na
vlnové délce zateni. Zvlasté pyrimidiny koznich DNA bunék podléhaji riznym fotoche-
mickym modifikacim, za vzniku cyklobutanovych thyminovych dimeri, adi¢nich slouce-
nin a dalsich sloucenin [3]. V literatufe se uvadi [1], ze jiz po 1- 3 hodinach po ozafeni
UVB sloZkou zéfeni je sniZzena syntéza DNA, RNA 1 bilkovin. Diky specifickym enzymiim
se jiz po 24 hodinach od expozice syntéza bilkovin, RNA i DNA vraci zpét do plivodniho
stavu. Existuje vsak riziko mutace DNA koznich bun¢k v piipadé dlouhodobého a castého

slunéni. Jedna se napt. o zmény v replikaci DNA ¢i smrti buiiky diky pfitomnosti mutage-
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nu. Tyto zmény mohou byt pieneseny na potomstvo pii mitéze bunék [3]. Svétova zdra-
votnicka organizace (WHO) [4] navic varuje, ze vystaveni déti UV zafeni s sebou nese
vys$i riziko vzniku a vyvoji rakoviny kize v pozdéjsim véku, nez je tomu u dospélych.
Diky témto faktim WHO nedoporucuje, aby déti mladsi 6 mésict byly vystavovany slu-
necnimu zafeni.

Z dtvodu prokazatelnych Skodlivych ucinkt UV zéfeni Mezindrodni agentura pro vyzkum
rakoviny (IARC) zafadila slune¢ni zateni mezi lidsky karcinogen [5]. Dale pak ve spolu-
praci se Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) reagovala na celosvétovy rostouci
trend vyskytu rakoviny klize nabadanim vefejnosti k ochrannym opatienim proti tomuto
zateni. Lidé by se podle WHO m¢li vyvarovat polednimu slunci, nosit ochranny odév, po-
kryvku hlavy, slune¢ni bryle a neméli by zapominat na pouziti vhodnych prostiedk na

ochranu proti slune¢nimu zateni [6].

1.1 Uméla fotoprotekce

Ackoli je kiize do jisté miry schopna se pred UV zafenim chranit sama zesilenim epidermis
(hyperplazii) ¢i pigmentaci, patfi umélad fotoprotekce k neodmyslitelnému ochrannému
opatieni [1]. Umélou fotoprotekci zajiStuji 1 prostiedky ke slunéni, které jsou povazovany
za nejefektivnéjsi. Jejich Ucinnost je ddna obsahem ucinnych slozek, které se nazyvaji UV
filtry. Mohou byt jak organické tak anorganické povahy a liSi se od sebe svym mechanis-
mem piisobeni. Pro zajisténi vyssi Gcinnosti a Sirokospektralni ochrany, jsou v prostfedcich

na slunéni zakomponovany oba zminované typy UV filtra [7].

Dle nového natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ze dne 24. biezna 2009 je filtrem
UV zafeni latka, ktera je vyhradné nebo pfevazné urCena k ochrané ktize pred uréitym ul-
trafialovym zafenim prostfednictvim absorpce (organické latky, tzv. chemické filtry), odra-
zu nebo rozptyleni (anorganické latky, tzv. fyzikalni blokatory) tohoto zafeni. V Evropské
unii je pouziti aktivnich ingredienci (UV filtrti) v prostiedcich ke slunéni upraveno Smér-
nici 76/768/EHS, ktera je do pravniho fadu Ceské republiky pfevedena vyhlaskou &.
448/2009 Sb., o hygienickych pozadavcich na kosmetické prostfedky. V USA a Kanadé
jsou opalovaci prosttedky klasifikovany jako l1é¢iva. Jsou na né kladeny piisnéjs$i pozadav-
ky a spadaji pod kontrolu zdravotnich tstavii. V USA jde o Utad pro kontrolu potravin a

1€kt (FDA), v Kanad¢ ptimo o Ministerstvo zdravotnictvi. [8].
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1.1.1 Organické UV filtry

Organické filtry jsou latky, které jsou schopny chranit pfed UV zéafenim pouze absorpci.
Jsou ucinné v urcitém rozmezi vinovych délek. Podle toho jsou také déleny na UVA, UVB
absorbenty a sirokospektralni UVA/UVB absorbenty [9]. Z divodu sjednoceni nazvi ves-
kerych kosmetickych pfisad, tedy 1 UV filtr,, vydala Evropska komise rozhodnuti
26/257/ES, kterym byla zavedena spole¢na nomenklatura piisad pouzivanych v kosmetic-
kych prosttedcich (INCI - International nomenclature of cosmetic ingredients), tedy na-
zvoslovi, podle kterého musi byt uvedeny nazvy ingredienci na obalech kosmetickych pro-
stiedkii. Konkrétni nazvy dle INCI nomenklatury zminénych organickych filtra jsou uve-
deny na konci strany pod ¢arou. UVB absorbenty jsou bézné pouzivany uz po desetileti,
zatimco vétSina UVA a Sirokospektralnich filtri byla vyvinuta v poslednich letech,
z divodu nutného zvyseni ochrany pied UVA slozkou zafeni. Mezi UVA absorbenty patii
napt. avobenzon, znamy pod nazvem Parsol (1978). Velmi rozsifeny jsou také nedavno
vyvinuté derivaty kafru. Mezi nejstarsi komeréné dostupné UVB absorbenty patii salycila-
ty. Kyselina p — aminobenzoova (PABA), ktera byla velmi oblibenda, vSak jiz nepatii do
seznamu povolenych UV filtra, pouZzivaji se pouze jeji derivaty a to PEG- 25 PABA a octyl
dimethyl PABA. Rostouci potieba Sirokospektralni ochrany vedla k vyvoji novych filtra,
které dokonce vykazuji lepsi fotostabilitu. Jde o Tinosorb M (methyl-bis-benzothiazolyl
tetramethylbutylfenol), Tinosorb S (anisothiazin) a jiz zminéné derivaty kafru ( MexorylXI,
Mexoryl SD) [10]. N¢které organické filtry, jako napf. benzofenony mohou zpusobovat
fotoalergické kontaktni alergie [11].

Ndazvy organickych UV filtri dle INCI nazvoslovi jsou zvyraznény tucnym pismem

Sulisobenzonene sodium : benzophenone- 5

Octyl dimethyl PABA(Padimate O) : Ethylhexyl dimethyl PABA
Ethoxylated ethyl — 4 - aminobenzoate : PEG — 25 PABA

Avobenzon : Butyl methoxydibenzoylmethan

Tinosorb S ( Bemotrizinol) : bis — ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl
Tinosorb M ( Bisoctrizole): Methylene bis — triazolyl tetramethylphenol
Mexoryl XI : Drometrizole trisiloxane

Mexoryl SD: 3-Benzylidene camphor
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1.1.2 Anorganické UV filtry

Jako anorganicky filtr, se v prostfedcich ke slunéni pouziva oxid titani¢ity (TiO,). Ochran-
né ucinky pred skodlivym plisobenim UV zafeni vykazuje i oxid zineCnaty (ZnO), ktery
vSak neni na seznamu povolenych UV filtrii pro kosmetické prostfedky. Kombinaci obou
téchto oxidd se vSak docili Sirokospektralni ochrany [2,3], pficemz ZnO se ukazal byt lep-
Sim blokatorem v oblasti UVA, v¢etné UVA; (380 nm). TiO; je ucinné;si v oblasti UVB a
UVA; [12]. Oba tyto filtry jsou kromé kosmetického hojné vyuzivany i v jinych priamyslo-
vych odvétvich, nejvice vSak jako bilé pigmenty. I fada jinych anorganickych materiald,
jako napftiklad oxid Zelezity nebo nitrid boru vykazuji schopnost chranit kizi pfed UV za-
fenim, jako fotoprotektivni latka se vSak nepouzivaji, jelikoZ jsou jen malo ucinné [13].
Mezi takové latky patii napt. oxid vapenaty legovany cerem.

Jak bylo zminéno jiz v kapitole 1.1, anorganické filtry, tedy fyzikalni blokatory, jsou
schopny zmirnit prostup zafeni rohovou vrstvou kombinaci odrazu, rozptylu I a dokonce i
Caste¢nou absorpci I Nezadrzené zafeni I; témito blokatory je kuzi dale Sifeno. Na obr. 1
jsou dle Hewitta [13] ukazany procesy, ke kterym dochazi pti dopadu slune¢niho zafeni Iy

na kuzi chranénou filmem s obsahem TiO,.

— TiO2
| [r] PARTICLES
|~ [\
O

[

Obr. 1. Mechanismus ucinku TiO-

Jak je z obrazku patrné, z povrchu rohové vrstvy je odrazeno asi 4% dopadajiciho zafeni.
Jde o proces, ke kterému dochazi i v ptipad¢€, Ze pokozka neni chranéna zadnym prostied-
kem na slunéni. Pfevazna c¢ast, tedy 96% zareni kiizi prochazi. Pro zajisténi co nejlepsi
ochrany je tedy potieba maximalizovat procesy absorpce, rozptylu i odrazu [13].

Anorganické UV filtry neplisobi nepfiznivé na pokozku diky jejich biologické netecnosti.

Jsou fotostabilni, netoxické a nereaguji s organickymi slozkami v receptufe vyrobku [2].
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Zustavaji na povrchu pokozKy, zatimco organické filtry prostupuji do rohové vrstvy. Jsou
tedy ucinngjsi [2,8]. Problém vSak muze zpuisobovat prikaz fotoreaktivity v ptipadé TiO;
[11]. Zamezeni fotoreaktivnich pochodu je docileno ochrannym natérem (dimethicon, kie-
men), ktery je stabilni béhem vyroby i pfi aplikaci na kuzi [3,12]. V piipadé prostiedku na
slunéni s vy$§im slune¢nim ochrannym faktorem (SPF — sun protection factor) jak 30 je
nutné pouzit kombinace s organickymi filtry, jelikoz dosazeni ochrany za pouziti pouze
anorganickych filtri neni mozné. Vyznamna nevyhoda anorganickych filtri spociva
V zanechani matného vzhledu na klzi po aplikaci, coz je kosmeticky nepftijatelné. TiO,
navic zanechava bélejsi vzhled nez ZnO, coz je zptusobeno jeho vys$s$im indexem lomu (2,6
TiO2 — 1,9 ZnO). Snizovanim velikosti ¢astic se vSak transparentnost i i¢innost UV filtrti
zvysuje [12].

Na obr. 2 je dle Hewitta [13] znazornéna Gcinnost UV filtrd TiO; pfi rdznych vinovych
délkach v zavislosti na velikosti ¢astic TiO,. Obr. 3, ktery je piebran od Hewitta [13] zob-

Vv oW

razuje Gcinnost pigmentu ZnO o bézné dostupné velikosti a jemné namletych castic.

uvB UVA

220nm

Attenuation of UV

280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Wavelength (nm)

Obr. 2. Ucinnost castic TiO, pii rizznych vinovych délkach
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Obr. 3. Ucinnost pigmentu a jemnych cdstic ZnO pri rizznych vl-

novych délkach

V piipad¢ TiO; je dle Hewitta [13] dosazeno dobré transparentnosti, ochrany jak pied
UVA i UVB zafenim pii dosaZzeni optimalni velikosti ¢astic mezi 40 - 60 nm. Pro dokona-
lou transparentnost je mozné snizit velikost ¢astic az k 20 nm. Takto malé ¢astice vSak
maji pfirozenou schopnost aglomerace. I z tohoto diivodu je pouzivan ochranny natér napt.
dimethiconem nebo kifemenem. Velikost ¢astic ZnO, které jsou schopny snizit dopad UV
zafeni, se pohybuji v rozmezi 40 — 100 nm. Jak je patrné z obrdzku ¢. 3, jemné€ namleté

¢astice maji maximalni Gi¢innost pti vinové délce 360 nm.

O anorganickych filtrech se hovoii v souvislosti s potencialnimi zdravotnimi riziky,
Vv ptipadé pouziti téchto filtri v nano- formé. V dalSich kapitolach mé diplomové prace se

tedy budu vénovat této problematice.

1.2 Hodnoceni bezpecnosti UV filtri

Latky slouzici jako UV filtry by obecné mély byt netoxické, nedrazdivé, vodéodolné, te-
pelné i fotostabilni, snadno aplikovatelné, bezbarvé, bez chuti a zapachu. Nesmi zptisobo-
vat kontaktni alergie a zaroven musi zajistovat ochranu po celou dobu expozice na slunci.
Musi také byt na kizi stabilni, aby nedochazelo vlivem UV zafeni k rozkladnym produk-
tim filtru. Nejdilezitéjsi je vSak jejich bezpecnost. K tomu, aby mohly byt schvaleny a
jako bezpecné pouzity do receptury, musi splilovat velmi pfisné pozadavky napf. na akutni
toxicitu, chronickou a subchronickou toxicitu, drdzdéni, genotoxicitu, fototoxicitu, repro-
dukéni toxicitu, fotogenotoxicitu, karcinogenitu a v ptipadé USA a Kanad¢ i fotokarcino-

genitu [8]. Bezpecnost filtrii je zjiStovana pomoci metod in vivo a in vitro. Jednou z in
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vitro metod je i hodnoceni bezpecnosti kosmetickych ingredienci dermalni absorpci [14].
K tomuto uc¢elu v bieznu 2006 vydal Vybor pro kontrolu spottebniho zbozi (SCCP- Scien-
tific committee on consumer products) stanovisko k Zakladnim kritériim pro in vitro hod-
noceni dermalni absorpce kosmetickych piisad ( SCCP/0970/06) [15]. Cilem této metody
je ziskat kvalitativni a Kvantitativni informace o latkach, které mohou byt ptitomny v lidské
kazi, popt. proniknout do lidského téla (touto metodou se budu zabyvat v kapitole 3.1 a
experimentalni ¢asti) [14,15]. Mnozstvi proslych latek se poté bere v uvahu pii vypoctu
hranice bezpecnosti (M0S- Margins of Safety) spolu s pouzitim vysledki toxikologickych
testl, a to toxicité po opakované davce, jejimz vysledkem je hodnota NOAEL (No Obser-
ved Adverse Effect Level) [15]. Ingredience je povazovana za bezpe¢nou, pokud hodnota
MoS je vyssi nez 100 [16]. Kromé dermalni absorpce jsou provadény i dalsi testy, napt. na
nepfitomnost potencialu drazdivosti ingredienci a finalnich kosmetickych prostfedka [8].
Ke konecnému vyhodnoceni bezpecnosti kosmetickych prostiedk slouzi navod SCCP
(SCCP/0690/03), jehoz 6. revidované vydani vyslo v roce 2006, o ZkouSeni kosmetickych

ingredienci a hodnoceni jejich bezpecnosti [16].

Prostiedky ke slunéni musi byt bezpecné nejen pii pouziti spotiebiteli, ale i pro zivotni

prostiedi, do kterého ptechazeji pii bézném a obvyklém zplisobu pouzivani [3].

Hranice bezpecnosti je hodnoceni rizika toxikologickych ucinkii kosmetické ingredience p7i definované expo-
zici a davce. Tato hodnota uréuje, S jakou jistotou lze tvrdit, Ze systémovad expozicni davka (SED — systemic
exposure dose) dané kosmetické ingredience je pii aplikaci bezpecnd. MOoS je tedy specificky faktor ,, nejisto-
ty“, pouzivany pri hodnoceni ingredienci pouzivanych v kosmetickych prostredcich. Pri tomto hodnoceni je
vyuzivano vysledkii toxicity po opakované davce, a to hodnot NOAEL (no-observed — averse — effect - level).

NOAEL oznacuje davku testované latky, pri které jesté nebyl pozOrovan toxicky ucinek.
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2 NANOTECHNOLOGIE

Nanotechnologie je obecny termin pro velké mnozstvi rtiznych védeckych disciplin, které
se zabyvaji vyvojem a vyuzitim materialti v nano-rozmérech. Soucasné aplikace nanotech-
nologii zahrnuji obory, jako jsou napf. strojirenstvi, medicina, potravinaisky, textilni a
kosmeticky pramysl i sportovni odvétvi, atd [17]. Snizovani velikosti materiali pod urcity
limit ma za nésledek objeveni bud’ novych, nebo zménénych vlastnosti materialu. Nano-
stranu pfinaseji 1 potencialni rizika pro lidské zdravi i mozné negativni dopady na zivotni
prostfedi. Nanotechnologie jsou tudiz pfedmétem velkého zajmu jak odborné vetejnosti,
tak riznych organizaci [18]. Jedna se napi. o FDA (Utad pro kontrolu potravin a léki
USA), BfR (Spolkovy institut pro odhad rizika, Némecko), TGA (Statni tstav pro kontrolu

1é¢iv, Australie), Védecka spole¢nost narodni akademie véd (Velka Britanie) a dalsi.

2.1 Charakteristika nanomateriala a jejich nebezpeci

Dle natizeni Evropského parlamentu a rady (ES) z 24. biezna 2009 se, pro ucely hodnoceni
bezpecnosti kosmetickych ingredienci, ,,nanomaterialem rozumi nerozpustny nebo bio-
perzistentni a zamérn€ vyrobeny material o jednom nebo vice rozmérech nebo s vnitini

strukturou v fadu od 1 do 100 nm. Na obr. 4 je uvedeno porovnani riznych velikosti biolo-

gickych materiali dle Suha [19].

small molecules lipid bilayer protein cells (e.g. neuron)

biomolecules

Obr. 4. Pomer velikosti materialii

V soucasné dobé je posuzovani nanomaterialu z hlediska moznych rizik stale ve vyvoji,
nejsou totiz K dispozici dostateéné védecké informace o této problematice. Pro charakteri-
zaci mozné toxicity je velmi dulezité znat postup vyroby nanomaterialu i s informacemi
potiebnymi pro hodnoceni bezpecnosti. Jde 0 bezpecnostni listy, které musi byt k dispozici
u vSech vyrobenych nanomaterialti [20]. Nanomateridly mohou toxicky piasobit v riznych

castech téla, podle toho, kterymi cestami se dostanou do organismu, tedy napt. do plic nebo
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kaze. Riziko piedstavuje nejen mnozstvi nanomaterialu puisobici na organismus, ale i jeho
fyzikaln¢ - chemické vlastnosti, které ovliviuji jeho prunik do organismu [21,22]. Obr. 5
dle Lai a Sayre [23] znazorfuje fyzikalné chemické vlastnosti nanomaterialt, které by moh-

ly mit vliv na poSkozeni lidského zdravi.
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Obranyschopnost organismu zavisi na funkc¢nosti, ptipadné nefunkcnosti, vstupni bariéry,
ale také na schopnosti organismu odstranit z t¢la cizorodé materialy [21]. Lidé i mnohobu-
nécné organismy jsou vybaveni vyvinutymi Cisticimi mechanismy, coz neni pirekvapiveé,
jelikoz mnoho ptirodnich organismii ma nano- rozméry, napi. viry nebo toxicky protein,
Ktery je obsazen v hadim jedu [24]. Zajem o nanomaterialy je vysS§i i kvuli nejasnostem,

které se objevuji pti hodnoceni rizik na lidské zdravi, viz obr. 6 dle Eldera a kol. [22].

;g
to blood, other organs? @@

Obr. 6. Klicové problémy v hodnoceni zdravotniho rizika po priniku nano-

materialii do organismu. (1) Povaha nanomateridlu v branée vstupu (velikost,
naboj, aglomeraty). (2) VIiv fyzikalné-chemickych viastnosti na vstupu (3)
proniknou nanomaterialy kozni bariérou? (4) Mohou nanomateridly pronik-
nout K ostatnim organiim, pronikajici mnozstvi a jaké jsou cilové tkané? (5)
Miize dochazet diky nanomaterialiim ke zménam v tele? (rozklad, vazba na

protein/lipid). (6) Jsou ovlivneny i buriky?

Z obr. 6 je patrné, Ze vstupni branou pro nanomaterialy jsou usta, kuize a dychaci ustroji
(rozebrano dale v kapitole). V piipadé jejich zdolani se mohou hromadit v riznych orga-
nech a byt potencialnimi inicidtory neptiznivych ucinki na dychaci cesty, kardiovaskularni
systém, krev, gastrointestinalni trakt (GIT), kuzi, jatra, slezinu, kosti a dokonce mozek,

nervy i centralni nervovy systém (CNS) [24,25]. Jelikoz existuji studie prokazujici schop-
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nost nanomaterialu projit pies rizné membrany, musi byt brana v tivahu jejich interakce
s buiikami i télnimi tekutinami, coz mize mit vliv na jejich distribuci v celém téle [25,26].
Diky malé velikosti nanomateriali se totiz mohou dostat az k Zivym bunkam a pronikat
pies obéhovy systém k jednotlivym organiim i k CNS. I kdyz tento jev pfemisténi je pouze
ojedinély, musi byt provedena analyza jejich potencialni toxicity [18,26] Na obr. 7 dle Ai-
lona a kol. [27] jsou ukéazany nejpravdépodobnéjsi toxické ucinky nanomaterialt

na organismus.

*,___-—{ Hematological toxicity

| Pulmonary toxicity

“— Splenic toxicity

Hepatotoxicity

Nephrotoxicity

Obr. 7. Hlavni moznosti toxicity nanomaterialii in Vivo

Kli¢ova vlastnost pro porozumeéni ué¢inkiim nanomaterialti U zivych organismu je interakce

jejich povrchu s bunéénymi membranami, coz ilustruje obr. 8 dle W. H. Suha a kol. [19].
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Obr. 8. Zaclenéni riiznych proteinii s nanocastici (10nm) do bunécné

membrany

Jakmile nanomaterialy vstoupi do organismu, mohou ovliviiovat ¢innost biologického sys-
tému. Za hlavni zdroj toxicity je povazovano vzajemné ovliviiovani nanomateriald
s mitochondriemi a bunécnymi jadry [27]. Jejich specifické vlastnosti mohou také upravit
bunéénou absorpci a tak i vazbu na protein [26]. Krom¢ toho mohou nanocastice omezit
prichodnost bunééné membrany, coz mize zapficinit smrt buiky. Nanomaterialy mohou
pronikat do bunky fadou mechanismii, viz obr. 9 dle Singha [28], ktery ukazuje pasivni

prostup, nasledn€ mohou piimo nebo nepiimo ovliviiovat DNA.
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Obr. 9. Schematicka ilustrace mozného pasivniho prostupu nanomaterialu do

burky

V zavislosti na velikosti mohou pronikat i do bunééného jadra jadernou membranou trans-
portem pies pory. Nanomaterial mize byt inkorporovan do jadra ndhodné pii déleni bunék,
v dobé¢, kdy je jaderna membrana rozpusténa. Pokud byly lokalizovany nanomaterialy
uvnitt jadra, pak ptipadné pfimé interakce mezi nimi a molekulou DNA ¢i proteiny, které
s DNA souvisi, mohou vést az k fyzickému zni¢eni genetického materialu [28]. Gieser [29]
ve svém testu skutecné zjistil prostup TiO; az do jadra. V piipad€ nepifimého ovlivnéni
DNA pfi prostupu nanomaterialu do buriky, dochazi k interakci pouze s proteiny, které se
podili na bunééném déleni. Mohou tak navodit bunécné odezvy, které postupné vyvolaji
poskozeni genetického materialu, jako napf. odlisné signalizace ¢i oxidaci, ktera je dopro-
vazena vznikem reaktivnich kyslikatych produktta (ROS) [28], kterymi se budu zabyvat
v souvislosti s fotoreaktivitou TiO; v kapitole 2.2.1. Oblast zasadniho vyznamu pro odhad
zdravotniho rizika je tedy genotoxicita (studium genetickych zmén zpisobenych hodnoce-
nymi latkami). Je zkouman vliv nanomaterialu na DNA, ktery mtze mit dopad napi. na
neplodnost nebo vznik/rozvoj rakoviny. U fady vyrobenych nanomaterialtt byl prokazan
genotoxicky ucinek, jako napt. chromozomalni $tépeni, poskozeni DNA, oxidace DNA a
zmény v expresnim genu. V tomto bodé€ jsou v literatufe neSrovnalosti a je t€zké dojit
k zavéru, do jaké miry jsou vysledky genotoxickych ucinkli ovlivnény fyzikalné-

chemickymi vlastnostmi nanomaterialti [28]. Testy toxicity nanomaterialt slouzi k identi-
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fikaci rizik. Vétsina studii je provadéno metodami in vitro (pfimé aplikace na buiku, bu-

nééné ¢i tkanové kultury) nebo in vivo, studiemi na zvitatech [30].

Z dostupnych testl je patrné, Ze nejvetsi pozornost je soustied’ovana na zdravotni rizika
spojena s cestami inhalace. V mensi mife pak na kozni penetraci nanomaterialti, z divodu
obsahu latek o rozméru nanometru v kosmetice (TiO2, ZnO) nebo i jiném spotiebnim zbo-
zi, obsahujicim napfiklad stfibro. Toxikologické testy zaméfené na vstupni cestu hanome-
teriala pres GIT, diskutovanou v nasledujici kapitole nejsou pii porovnani s predchozimi

ptipady tak c¢etné [30].

2.1.1 Gastrointestinalni trakt (GIT)

Do GIT se mohou nanomaterialy dostat pfimo z kontaminovaného jidla, vody nebo poly-
kanim inhalovanych ¢astic [21]. Kromé toho, mtze dojit k ru¢nimu pfenosu nanomaterialti
do st [21]. Neexistuje mnoho testi zaméfenych na tuto cestu vstupu, jelikoZ jsou potenci-
alni rizika nanomaterialli spojovana zejména s inhalaci [31]. Dle Sterna [21] dochazi
k vsttebani nanocastic GIT pouze omezené. Nicmén¢ Wang [32] shledal, ze pokud byl do
GIT zdravych mysi dodan nano i mikro - ZnO (5g/kg), byl v pfipadé mikro - ZnO zazna-
menan thyn zvifat jiZz po 2 tydnech. V ptipad¢ nano - ZnO byly sledovany vazné;si ptizna-
Ky jiz od pocatku testu. Podani ZnO mélo za nasledek zvraceni, prajmy a jiz po prvnim
tydnu doslo k uhynu zvifat. Nasledné byly nalezeny patologické zmény jater, ledvin a sr-

dedni tkané.

2.1.2 Inhalace

Inhalace je vstupni cesta nanomateriald, ktera je z hlediska lidského zdravi velmi rizikova,
a proto je ji vénovana velka pozornost [33]. Nanocastice, které mohou negativné ovliviio-
vat zdravi, se nachazeji napt. v cigaretovém koufi, atmosférickych imisich a vznikaji také
pfi spalovani riznych materiali. Diky jejich malé velikosti mohou cestovat vzduchem na
dlouhé vzdalenosti [24]. Mala velikost nanomaterialti také predstavuje zadsadni vyznam pfi
rozptyleni a distribuci do vSech casti dychaciho Gstroji. Miru ohrozeni lidského zdravi
ovliviuji i ostatni fyzikalné - chemické vlastnosti [26]. Inhalovany nanomaterial mize zpi-
sobovat rozvoj raznych nemoci dychacich cest, v€etné astmatu. Mohou zvySovat i riziko

infarktu a rakoviny. Jsou schopny se hromadit v organismu a usazovat se napft. v alveolarni
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oblasti plic. Krom¢ toho mohou z plic piechazet do krve, kde mohou podporovat vznik

trombdzy nebo destabilizovat krevni desticky [26].

2.1.3 Kiize

GIT a dychaci soustava jsou povazovany za vice zranitelné a sndze zdolatelné cesty vstupu
pro nanomaterialy ve srovnani s kizi, ktera je v ptipad¢ neporusenosti rohové vrstvy velmi
ucinnou bariérou [34]. Pasivni doprava nanomateriali zdravou kizi je povazovana za vy-
soce nepravdépodobnou, diky matrici korneocyti, lipidové dvouvrstvé 1 diky fyziologic-
kému prostiedi pod rohovou vrstvou, které obsahuje mnoho proteind. Pro iontové slouce-
niny nebo latky nerozpustné ve vod¢ je velmi slozité projit ptes tuto bariéru [35,36]. Matri-
ce korneocytd (neboli souboru zrohovatélych bunék na povrchu pokozky) podporuje me-
chanickou stabilitu a neporusenost rohové vrstvy, a tim pfispiva k dobré funkci kozni bari-
éry. Co se tyce lipidové dvouvrstvy, ta je rozhodujici v transepidermalnim rozptylu mole-
kul [37,38]. V piipadé poskozeni kiuize je piirozena bariéra poruSena a pravdépodobnost
vstupu nanomaterialti se podstatné¢ zvysSuje. Zalezi také na mechanické deformaci vrstvy
korneocytt, coz vede k leh¢imu piekonani vrstvy a prostoupeni nox zevniho prostiedi az
do dermis. I samotné uspofadani kuze do koznich reliéfi usnadnuje pruchod latek pres k-
zi. Teoreticky by mohly nanomaterialy projit mezi korneocyty lokalizovanymi v rohové
vrstvé [39] nebo pies kozni adnexa (vlasové folikuly, mazové a potni zlazy). Zpusoby cesty
penetrace lze rozdélit do tii skupin — intercelularni, folikularni a transcelularni. VSechny

tyto zptisoby jsou uvedeny na obr. 10, ktery byl ptebran od Borma [40].

Hair shaft

Intercellular penetration

Transcellular penetration

T:rv;-‘j Stratum
s~ corneum

Epidermis

Follicle penetration

Obr. 10. Mozné cesty penetrace kiizi
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Dalsi ¢ast diplomové prace je konkrétné zaméiena na problematiku nanocastic TiO, a ZnO
obsazenych v prostiedcich na slunéni a jejich potencidlnich zdravotnich rizik, které souvi-

seji s jejich moznou penetraci kazi.

2.2 Nanodastice v prostiedcich na slunéni

Nanocastice vV kosmetickych prostfedcich se 1isi od nanocastic pouzivanych v dalSich pra-
myslovych oborech. Jejich odlisnost je dana napt. molekulovou strukturou, metodou vyro-
by. Pti vyrobé kosmetickych prostiedkd jsou pouzivany tzv. nanoemulze, jejichz soucasti
jsou nanopigmenty oxidu titanicitého, pfipadné zinec¢natého [41]. Mala velikost ¢astic po-
skytuje finalnimu vyrobku transparentnost i v&tsi efektivnost pti odrazu/rozptylu UV zateni
nez je tomu v piipadé ingredienci s vétSimi ¢asticemi. Struktura a reologické vlastnosti
finalniho vyrobku jsou piesto dotvareny az béhem jeho vyroby [42,43]. Hojné jsou také
vyuzivany uméle vyrobené castice 0 velikosti nanometrid. Jedna se o liposomy, které
umoznuji zabudovani nestalych aktivnich ingredienci napi. vitamini do své molekuly, a

jejich uvolnéni pfi kontaktu s ktzi v dobé aplikace [41].

Kvuli diskuzim, které se objevuji Vv souvislosti s pouzitim nanocastic V prostiedcich na
slunéni byly shromazdény informace o penetraci TiO; a ZnO kuzi [43]. V tadé¢ laborator-
nich testii byla pouZita pro tyto Gc¢ely neporusena lidska, vepfova nebo mysi kuze [44,45].
Zvysena pozornost je nanocasticim také vénovana z divodu potencialniho rizika cytotoxi-

city ve srovnani s jejich vétsimi protéjsky, u kterych toto nebezpeci prokazano nebylo [46].

Nohynek [42] na zaklad¢ vysledku svych studii tvrdi, Ze nerozpustné nanocastice nejsou
schopny pronikat lidskou kuzi. Pomoci in vivo a in vitro studii navic potvrdil, ze TiO, a
ZnO nejsou toxické. Naslednym in vivo vySetienim ovSem prokazal absorpci TiO, do ka-
ze. Penetrované mnozstvi zpusobilo oxidativni poSkozeni koznich bun€k a dokonce bylo
ptitomnosti TiO; vyvolano genotoxické poskozeni téchto bunek. Nohynek tyto vysledky
ptisoudil sekundarni fagocytéze bunék pii nadmérné koncentraci nanocastic [42]. Gamer
[47] ve své praci podal diikaz, ze pouziti aglomerati TiO, 0 velikosti mensi nez 160 nm a
ZnO o velikosti cca. 80 nm pouzitych Vv prostfedcich na slunéni nepiedstavuji zdravotni
riziko, jelikoz jsou castice zachyceny v rohové vrstvé praseci kiize a dal nepronikaji. Exis-
tuji 1 studie, které potvrzuji pfitomnost nanocastic ve vlasovém folikulu a koznich vraskach

nékolik milimetri hluboko [43,44]. Meidan [48] metodou in vivo na kuzi hlodavce proved]
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studii, kterou byla prokazana penetrace nano¢astic s primérem mezi 7 — 20 nm do vlasové-
ho folikulu. Pii mirném zahfati kize vsak byl uvolnén kozni maz z mazovych zlaz, kterym
byl zaplnén vlasovy folikul. Timto mechanismem tak bylo dosazeno blokace prostupu na-
noc¢astic hloubg&ji do organismu. Lekki [49] provedl test penetrace TiO; na lidské i praseci
kazi, ve kterém byly nanocastice identifikovany pouze v prohloubenin¢ vlasového folikulu,
pti¢emz bylo konstatovano, Ze se sem nanocastice mohly dostat spiSe mechanickym vpra-
venim, neZ prostupem. Toto tvrzeni podporuje fakt, Ze pfitomnost nanocastic nebyla pozo-
rovana v mazovych zlazach ani v dermis. Penetraci a nasledné hromadéni ve folikulu TiO;
a ZnO zjistil tak¢ Lademann [50]. Nicméng¢ je k dispozici i Raymanova [51] studie, ktera
prokazala pranik nanoc¢astic nedotéenou praseci kuzi 24 hodin po aplikaci. Piekvapivé byla
zjisténa penetrace ¢astic riznych velikosti, tvartu i téch, které byly oSetfeny tzv. ,,povrcho-
vym natérem®. Z dostupnych zdrojt je ziejmé, ze kozni penetrace nanoc¢astic je spornd a na

tuto problematiku neexistuje dosud uceleny nazor pro nedostatek srovnatelnych udaju.

2.2.1 Oxid titanicity

Toxikologické ucinky v ptipadé¢ aplikace nano - TiO; na kizi pfi pouZiti prostiedkl na slu-
néni jsou stale velkou neznamou. Nezodpovézené otazky zistavaji, 1 kdyz oxid titaniCity
patii mezi nanocastice s nejvétsim mnozstvim dostupné literatury pro hodnoceni zdravot-
nich G¢inkd véetné epidemiologickych studii akutni, subakutni i chronické toxicity [18].
Z tohoto divodu Kiss [52] provedl stanoveni penetrace TiO, lidskou kizi a navic zhodnotil
ucinky nanomaterial na ¢etnych koznich bunikach metodou in vitro. Zjistil, ze TiO; ne-
pronikne nedotéenou a neporusenou epidermalni bariérou. Pokud je ale TiO; vpraven pfi-
mo do bunééné kultury, dochazi k ovliviiovani bunééné funkce, Zivotaschopnosti, mnozeni
a diferenciaci bunky. | Shulz [53] ve své studii tvrdi, Ze mikronizovany TiO, je zachycen
v rohové vrstvé a nemuze penetrovat az kK dermis. Dale byl proveden test na cytotoxicitu a
genotoxicitu v kultivovanych lymfoblastoidnich lidskych bunkach, ktery podal dikaz, ze
TiO; je schopen navodit vyznamnou cytotoxicitu v zavislosti na aplikované davce a dobé

pusobeni [54].

Kromé penetrace byly nékteré studie zaméfeny na fotokataliticky u¢inek TiO, Radou testdl
byl také prokazan [55,56]. Sayes [57] a Warheit [58] provedli studie na fotoreaktivitu TiO,
s koznimi fibroblasty, lidskymi plicnimi epitelovymi bunikami i s krysami. Prokazali, ze

fotoreaktivni TiO; zvysi cytotoxicky ucinek V ptipadé pouziti vétsi koncentrace nez 100



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

mg/ml TiO, ve vzorku. Navic bylo zji$téno, ze tato koncentrace je dostate¢né vysoka na to,
aby zpusobila ohrozeni lidského zdravi. Fotoreaktivitu TiO, ve své praci vysvétluje
Brayner [59] tim, Ze tento UV filtr dokaze absorbovat az 70% UV zafeni, nasledkem ¢ehoz
ve vodném prostiedi dochazi ke vzniku volnych reaktivnich kyslikatych produktd (ROS-
reactive oxygen species). Jde o velmi reaktivni molekuly, jako napf. singletovy kyslik,
peroxidové anionty, volné hydroxylové radikaly [60,61,62], které mohou porusit home-
ostazu vnitiniho prostieni bunék, coz plsobi neptiznivé na bunééné proteiny, DNA i lipidy
[28]. Pisobenim ROS dochazi k oxidaci téchto latek, zménam bunééné funkce a dokonce
jejich smrti v dasledku ztraty regulaéniho cyklu [55]. Je dokonce znam i molekulovy me-
chanismus pro patogenezi rizného neurogenetického onemocnéni (Alzhaimerova ¢i Par-
kinsononova choroba) [24]. Hlavnim cilem pro ROS, jejichz vznik je podpoien ptitomnosti
nanomaterialli v organismu, jsou vsak jatra a slezina. Mohou ale nepfiznivé ovliviiovat i
ledviny a plice, ke kterym si mohou najit cestu krevnim fecistém. Vysoka pravdépodobnost
ohrozeni je také u mitochondrii. Jedna se totiz o aktivni organely, ve kterych mtze pasobe-
nim ROS dochazet ke zmé&nam a tim k poruchdm dileZitych funkci. Informace tykajici se
fotokatalitického ucinku TiO; je mozno nalézt i v dalsi literatuie [63]. Na obr. 11 je zobra-

zen TiO; v elektronovém mikroskopu.

Obr. 11. TiO, pod elektronovym mikroskopem

2.2.2  Oxid zine¢naty

Oxid zine¢naty ma vSeobecné nizkou toxicitu, at’ se do organismu dostane jakoukoli ces-
tou. Publikované studie signalizuji, Ze ZnO v prostfedcich na slunéni neplisobi na kiizi ne-
ptiznivé. Nicmén¢ mnoho téchto studii nemélo dle SCCNFP tuplné fyzikalné-chemické

podklady (SCCNFP/0649/03). Dle tohoto stanoviska SCCNFP [64] je nutné doplnit pied-
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lozené informace o udaje o kozni penetraci a systémovou expozici. Na zakladé pozadavku
doplnéni dokumentace z roku 2003, vydal SCCP [65] v roce 2009 stanovisko, ve kterém je
konstatovano, ze pouziti ZnO o velikosti ¢astic nad 100 nm je bezpe¢né. Kompletni infor-
mace o toxikologickém profilu zinku jsou také dostupné na strankach ATSDR (Agency for

toxic substance & Disease registry - Agentura pro toxické latky a registr nakaz) 2005 [66].

Existuje studie hodnotici genotoxicitu nanocastic ZnO, napt. Sharma [67] poukazal na
snizeni zivotaschopnosti 1 funkce lidské epidermalni buiikky béhem expozice ZnO. Béhem
testu doslo také k poruse DNA koznich bunék jiz po 3 hodinach expozice v piipadé nejvys-
81 pouzité koncentrace ZnO a navozeni oxidace bun¢k spotfebovanim glutathianu, katalazy
a peroxid dismutasy. Cross [45] pii zkouSce kozni penetrace zjistil, ze kuzi po 24 hodinové

expozici nepronikne vice jak 0,03% ZnO. Obr. 12 znazorfiuje ZnO v rozméru nanometr.

Obr. 12. ZnO Vv rozméru nanometrii

2.3 Odhad rizika nanomateriala

Ackoli jsou nanotechnologie dostatecné vyvinuté a umoziuji védcim pfipravit a pouzit
nanomaterialy v riznych typech vyrobki, nejsou zatim dostate¢né zodpovézeny zakladni
otazky, o jejich negativnim dopadu na lidské zdravi a Zivotni prostiedi [68]. Vyvoj novych
nanocastic dosahuje daleko vyssiho tempa, nez je hodnoceni jejich bezpecnosti [22]. Je
samoziejmé, ze zavadéni novych materialt se neobejde bez stanoveni jejich toxikologic-
kych vlastnosti. Tento kol vSak neni tak jednoduchy, jak by se mohlo zdat. Ve skute¢nosti

existuji dukazy o faktorech, které ovliviiuji penetraci nanocastic kuzi a jejich distribuci
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k dal$im tkanim. Dostupné udaje vSak s sebou nesou spiSe vétsi nejistotu nez jistotu [68].
Otazka penetrace nanocastic kizi je kontroverzni a publikované vysledky nejsou mezi se-
bou v souladu. Dostupné studie se rozchazeji a nedovoluji zadné konkrétni zavéry [18,20].
Dosavadni testy toxicity byly provedeny u zdravé kiize za laboratornich podminek, béhem
kterych dochazelo k upravam hydratace kuze, teploty, krevniho zasobeni ¢i opaleni [69].
Jelikoz jsou aktudlni testy zabyvajici se penetraci nanocastic kuizi omezeny, je potieba se
do budoucna zaméfit na kompletni charakterizaci nanomaterialt, analytickou metodu po-
ttebnou k identifikaci nanoc¢astic S moznosti ziskat vérohodné vysledky z analyz dermis,
epidermis i vlasového folikulu a zohlednit stav kuize (neporusenost, ohyb, oslabenost) pred
a po testovani [30,70]. V piipadé narusené nebo oslabené kiize po opaleni kuze, s vyskytem
akné, ekzematické kiize s porusenou rohovou vrstvou, se zvysuje riziko prostupu nanoc¢as-
tic az k zivym bunkdm. Dermis ma bohatou zasobu krve a makrofagi, lymfatickych cév,
dendritickych bun¢k a nervovych zakonceni. Z tohoto diivodu by penetrace rohovou vrst-
vou az do dermis mohla vést k prostupu nanocastic k dal§im organtim téla pies krevni ne-
bo lymfaticky systém, a mohlo by dochazet k dosud nevyjasnénym nezadoucim ucinktm.
S ohledem na tyto skute¢nosti byl pozadan Védecky vybor pro kontrolu spotiebniho zbozi
SCCP, aby ftesil hodnoceni bezpefnosti nanomateridl v kosmetickych prostiedcich
SCCP/1147/07 [20,42]. Dle tohoto stanoviska lze pouzit pouze validované in vitro a in
vivo metody. V soucasné dobé¢ zatim nejsou zadné metody ovéfené pro nanomaterialy. Sta-
vajici metody nejsou idealni a navic je vhodné pro posouzeni rizik pouzivat vice technik

pro pozdgéjsi moznost srovnani [18].
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3 METODY STANOVENI

Pouzitim nanocastic v prostfedcich na slunéni vznikla obava z potencialniho rizika na lid-
ské zdravi, v disledku pravdépodobnéjsiho prostupu nanomaterialti kGizi. Z tohoto diivodu
je pro odhad rizika zcela zasadni stanoveni dermalni absorpce tohoto typu kosmetickych
ptisad. V této kapitole se budu vénovat hodnoceni penetrace UV filtri za pouziti metody in
vitro a jejich naslednou chemickou analyzou. Konkrétn¢ byla prace zamétena na penetraci
oxidu zine¢natého, kterému v odbornych publikacich nebyla vénovana takova pozornost
jako oxidu titani¢itému. Oxid zine¢naty totiz dosud neni, i pfes jeho prokazatelné ochranné

ucinky proti UV zafeni, zafazen mezi povolené UV filtry.

3.1 Stanoveni dermalni absorpce kosmetickych piisad metodou in vitro

Védecky vybor pro kosmetiku a nepotravinové vyrobky (SCCNFP) jiz v roce 1999 piijal
zakladni kritéria pro in vitro hodnoceni perkutanni absorpce kosmetickych piisad [71].
Zavedeni téchto kritérii mélo rozsifit toxikologické informace o kosmetickych ingredien-
cich, které jsou uvedeny v ptilohach 3 - 7 Smérnice pro kosmetiku 76/768/EHS. Zminéné
stanovisko také poskytuje obecné zasady a praktické body metodiky [15]. V souvislosti s
touto problematikou vydala Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (OECD -
Organization for economic cooperation development) navody a postupy pro usnadnéni vy-
béru in vitro metod v piipadé specifickych pozadavkd a zajisténi spolehlivosti ziskanych
vysledkl. Jednd se o ndvod OECD 428 na kozZni absorpci: in vitro metoda. Kromé této
metody je mozné dermalni absorpci stanovit také metodou in vivo podle navodu OECD
427. V roce 2006 byla provedena revize a Vyborem pro kontrolu spottebniho zboZi
(SCCP) bylo vydano upravené stanovisko SCCP/0970/06 [15]. V souladu se vSemi prav-
nimi pfedpisy Evropska unie vydala natizeni Komice (ES) ¢. 440/2008, kterym se stanovi
metody zkouseni dle nafizeni 1907/2006 Evropského parlamentu a Rady o registraci, hod-
noceni a omezeni chemickych latek (REACH) [72].

Dermalni absorpce metodou in vitro je provadéna dle SCCP/0970/06 na vhodnych stan-
dardizovanych koznich substratech. Zdavodnéni pouziti izolovanych koznich preparatt je
zaloZeno na skute€nosti, Ze epidermis, a to zejména rohova vrstva, tvoii bariéru pokozky
proti pronikani a distribuci cizorodych latek v t€le. WHO doporucuje jako zlaty standard

lidskou pokozku [15,73]. Lidska kize, je samoziejmé nejvhodnéjsi, ale neni snadno do-
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stupna. K jejimu odbéru dochéazi béhem chirurgickych zakroki, pouze se souhlasem darce.
Je vyuzivana kuze z oblasti zad, bficha, hrudniku nebo boku. Nejlepsi alternativou je pou-
ziti kaize praseci, jelikoz ma z hlediska propustnosti vlastnosti shodné s ktizi lidskou. Kuze
je odebirana z oblasti zad, cca 10 cm od patete na kazdé strané€. Kozni lidské preparaty ma-
ji tloust’ku 500-1000 pum, praseci pak jen 200-500 pum. V piipadé pouziti kizi jinych zvifat,
je potieba brat v tivahu jejich odlisnosti od kiize lidské. Naptiklad kute z krys je 1 — 10 krat
propustnéjsi, coz mize vysledky analyzy zkreslovat. Kiize morcat nebo kralikti nema;ji do-
state¢n¢ vyvinutou funkci kozni bariéry ve srovnani s lidskou kazi, a proto nejsou pro tuto
metodu nejvhodnéjsi. Pro stanoveni jsou nejvyhodnéjsi kiize Cerstvé, ale mohou se pouzi-
vat i klize zmraZené. V tomto pfipad¢ je nezbytné mit na paméti, ze zmrazené kozni sub-
straty mohou postradat enzymaticky systém pro biotransformaci zkousSené latky a nemusi

poskytovat piesny obraz o vzniku metaboliti a jejich absorpci kizi [15,73].

3.1.1 Princip metody

Stanoveni dermalni absorpce probiha za pouziti diftznich komirek, které jsou vyrobeny
z inertniho materialu, nejcastéji skla nebo teflonu. Existuji dva typy téchto komurek, od
kterych se odviji cela fada modifikaci. Prvnim typem je staticka, tzv. Franzova komurka,
druhy typ komiirky zajist'uje pritokovy zplsob analyzy. Pro ucely dermalni absorpce pro-
vedené v ramci této prace je vyuzivana Franzova komiurka, ktera je rozdélena na dvé ¢asti:

horni (donorovou) a dolni (akceptorovou) ¢ast [14,73], viz obr. 13, dle Gamera [47].
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Receptor Nuid

container

Obr. 13. Franzova komiirka
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Spodni ¢ast komurky je naplnéna recep¢ni tekutinou cca. 30 minut pied zacatkem experi-
mentu. Tato tekutina nesmi poskozovat klizi, omezovat penetraci zkoumané latky a navic
musi odpovidat jejimu charakteru (lipofilni/hydrofilni). Dale musi byt zajisténo fyziologic-
ké pH recepcni tekutiny a testovana latka musi byt v této tekutiné stabilni po celou dobu
experimentu 1 nasledné analyzy. Mezi horni (donorovou) a dolni (receptorovou) Cast této
komirky je vlozena kiize pokozkou smérem nahoru. Na ni je pak rovhomérné naneseno
pfedem znamé mnozstvi zkoumané latky [15,73]. Davky testované latky se obvykle pohy-
buji mezi 2-5 mg / cm? pro pevné a polotekuté latky a 10 ml / cm® pro kapaliny. Vzhledem
k tomu, Ze rychlost a rozsah absorpce je zavisly na teploté, je nutno béhem testu udrzovat
na povrchu kize teplotu 32 + 1 ° C, coz je zajiSténo zapojenim jednotlivych komtrek ha-
di¢kami k vodni 1azni s pumpou. Délka testu pro UV filtry trva 24 hodin [14,15]. V piipadé
lidské ktize, je doporuc¢ovano, aby v jednom experimentu bylo pouzito min. 6 kizi nejméné
od 3 riznych darct [94]. Po skonceni testu se aplikovana latka mize nachazet ve vSech
frakcich kiize i v recep¢ni tekuting, i kdyz do tekutiny by se nemélo dostat vice jak 10 %

zkoumané latky.

Pro provedeni testu je zcela zésadni integrita klize, proto je potieba ji jest¢ pred zacatkem
testu zméfit napi. méfenim absorpce markeru (molekula vody, kofein, sacharosa) nebo po-
moci fyzikalnich metod, jako je transdermalni ztrata vody ( TEWL) nebo transkutanni
elektricky odpor (TER). Vysledek experimentu je také ovlivnén charakterem zkoumané
latky, a proto je velmi dilezité brat v iivahu jeji fyzikaln€ — chemické vlastnosti (napt. mo-

lekulova hmotnost, stabilita, rozpustnost, Cistota i délici koeficient Log Pow) [14,15].

Distribuce zkousené latky do jednotlivych vrstev kiiZze je stanovovana pomoci rozdéleni
kize na tzv. stripy, kdy jsou jednotlivé vrstvy odstraiovany z rohové vrstvy pomoci lepici
pasky. Po tomto kroku nasleduje oddéleni epidermis od dermis (napt. teplem). Chemické
analyze jsou podrobeny vSechny ¢asti kuze, tedy zbytek latky na povrchu kize, rohova
vrstva epidermis rozdélena na jednotlivé stripy, zbyla epidermis, dermis i recepéni tekutina.
Analyticka metoda je volena dle povahy vzorku. K hodnoceni je pouzivano instrumental-

nich metod jako napt. HPLC, GC nebo AAS [15,73].

Navratnost celkového mnozstvi latky by se méla pohybovat v rozmezi 100 + 10 % [72].
Ziskané vysledky jsou vyjadfovany v pg &astic /cm? kozniho povrchu. Mnozstvi latky sta-
novené v recepni tekutiné je povazovano za mnozstvi biologicky dostupné organismu.

Mnozstvi nalezené v epidermis (bez rohové vrstvy) a dermis je pokladano za absorbované
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a fadi se k mnozstvi ziskané v recep¢ni tekutin€é. Mnozstvi latky stanovené v rohové vrst-
vé neni brano za dermalné vstiebané a neocekava se, ze by mohlo pfispét k celko-

vé systémové davce [15].

3.2 Metody stanoveni zinku

Ackoli v soucasné dobé¢ prevlada v analytické chemii pouziti modernich metod, klasické
metody stanoveni se Vv urCitych piipadech, pokud vyhovuje jejich omezena citlivost (cca
0,1 mg/l, tj. nejmensi stanovitelné mnozstvi), stale pouzivaji vzhledem k jejich malé na-

ro¢nosti na laboratorni vybaveni.

Jednou z metod vhodnych k prikazu zinku je vyuziti gravimetrického stanoveni. Zine¢naté
ionty se srazeji z neutralnich roztokt ve formé bilé krystalické srazeniny fosfore¢nanu zi-
ne¢nato-amonného, ze které lze piimo po vysuSeni stanovit mnozstvi zinku. Navic je moz-
no komplex fosfore¢nanu zine¢nato-amonného zihdnim snadno pievést na difosfore¢nan

zineCnaty, ktery je pro analyzu také vyuzitelny [74].

Rychlejsi stanoveni je pomoci odmérné analyzy. Pro stanoveni zinku jsou vhodné kom-
plexometrické titrace, kde je jako odmérny roztok vyuzivan Chelaton 3 (EDTA- etylendi-
amintetraoctova kyselina). Ve slabé kyselém prostiedi, pii pH > 4 je zinek mozné urdit
pfimo. V amoniakalnim prostiedi se vytésiiuje nadbytkem vapenatych iontl a stanovuje se
napt. jako ZnS. Béhem titrace je mozné uplatnit celou fadu indikatord v zavislosti na pH
prostiedi. Pro amoniakalni prostedi je k dispozici indikator ErioT (pH10), ktery béhem
titrace piechazi z vinove ¢ervené do modré. Jeho nevyhodou je, Ze v pfitomnosti stopového
mnozstvi Cu a Al dochazi ke ztrat€ Ui¢innosti. Pro slabé alkalické a mirné kyselé prostiedi
je vyuzivana methylmolova modf [75]. Ve slabé kyselém prostiedi (pH 5 — 5,5) v roztocich
urotropinu se nejcastéji uplatiiuje xylenolova oranz, kdy béhem titrace dochazi ke zméné
barvy z Cervenofialové az do citronové zluté. Tato posledni varianta se vyuziva napf. pfi
stanoveni zinku v zinkové masti [76]. V tomto pfipad¢€ je oxid zine¢naty pireveden do roz-
toku pomoci 6 M HCI za varu a stanoven pfimou titraci odmérnym roztokem pomoci che-
latonu 3. Dalsi moznosti je stanoveni zinku titraci hexakyanozelezitanem draselnym (ferro-
kyanidu). Pfi titraci vzniké sl hexakyanozeleznatan zinec¢nato-draselny. Vznikajici kom-
plex je nejdiive vyluCovan ve formé gelu, pozdé€ji vypadava ve formée srazeniny. Tento
vznikajici komplex je mozné stanovit i nepfimou titraci pfi pouZiti nadbytku odmérného

roztoku hexakyanozeleznatanu draselného v roztoku a retitraci odmérnym roztokem zinku.
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V tomto ptfipad¢ se jako indikator pouziva vétSinou difenylamin, ktery vykazuje modré

zbarveni [76].

Mezi instrumentalni metody, které jsou vhodné pro stanoveni zinku, se fadi atomova ab-
sorpéni spektrometrie (AAS) nebo atomova emisni spektrometrie (AES). Ob¢ tyto metody
patii do optickych instrumentalnich metod, jejichz princip je popsan napi. Opekarem [77]
nebo Kominkovou a kolektivem [78]. Gamer [47] ve své studii pfi stanoveni oxidu zinec-
natého i oxidu titani¢itého V testu dermalni absorpce metodou in vitro vyuzil analyzu jak
AAS, tak 1 ICP - AES (atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem).
Dalsi studie [79] se zabyvala moznostmi stanoveni oxidd kovli v opalovacich prostiedcich,
kde je navrzena metodika zakladajici se na mineralizaci opalovaciho prostiedku
vV uzavieném teflonovém reaktoru V pfitomnosti kyseliny dusi¢né a chlorovodikové. Po
tomto kroku byly jednotlivé vzorky podrobeny analyze ICP - AES, béhem které bylo zjis-
tovano mnozstvi TiO,. V piipadé¢ stanoveni ZnO byly vzorky emulgovany ve vodé
s neionogennim tenzidem a isobutyl-methyl ketonem (IBMK). Po upravé byly vzorky ana-
lyzovany plamenovou atomovou absorpéni spektrometrii (FAAS). | v publikaci [80] se
vyuziva ICP - AES jako metoda, ktera je schopna zjistit vétsi mnozstvi prvka jako Ti, Zn
nebo toxickych prvku jako napt. Al, Mn, Cu, Pb, i B v prostfedcich na slunéni. Ve studii
byly sledovany dva alternativni zptisoby upravy vzorku: celkova hydrolyza v uzavienych
tlakovych nadobach a emulgace vzorku. Pozdé&ji byl druhy zpisob upravy pro emulzni vy-
robky typt krému hodnocen jako netéinny diky vysoké viskozité a nerozpustnosti. Pro
hydrolyzu krému s komplikovanym mastnym zakladem byly pouzity rizné druhy kyselin
(HNO3, HCI, H,SO4 a HF). Nakonec byla tato metoda tispésné aplikovana v piipadé néko-
lika komerénich vyrobku. Lavilla [81] pro podporu emulgace vzorkd kosmetickych pro-
stiedkt vyuzil ve své studii ultrazvukovou lazen. Jeho snahou byla jednoducha a rychla
ptiprava vzork, které by bylo mozné ihned analyzovat atomovou spektrometrii. Pro stano-
veni stopovych prvkd, a to napf. Cr, Cu, Mg, Ni, Sr, a Zn v kosmetickych prostiedcich po-
uzil elektrotermickou atomovou absorpcni spektrometrii (EAAS) a atomovou emisni spekt-
rometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP - AES). Vzorky byly upraveny ptidavkem
tenzidu laurylsulfatu sodného (SDS), kyseliny dusicné nebo HCI, a protfepany
Vv ultrazvukové lazni po dobu 1 minuty. Na zakladé vysledkt bylo konstatovano, ze tento
postup dovoluje zisk stabilni emulze. Pro srovnani mnozstvi stopovych prvki zjisténych

v kosmetickych prostfedcich metodami EAAS a ICP - EAS byla provedena mineralizace



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

vzorku. Takto upravené vzorky byly analyzovany hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (ICP - MS). Odchylky vysledki ziskanych jednotlivymi metodami

byly mensi nez 9% ve vSech ptipadech.

Vondruska [82] se pfi stanoveni toxickych kovi v kosmetickych olejich snazil obejit
zdlouhavou cestu mineralizace vzorku. Piiprava vzorku byla provedena pomoci komeréné
dostupného tenzidu (TritinX - 100, chemicka specifikace je uvedena v poznamce pod ¢a-
rou), ¢imz byla ziskédna vodna emulze. Tento zptsob upravy vzorkl se ukazal byt jednodu-
chy a bez komplikaci. I kdyZ je stabilita takto pfipravenych emulzi kratkodoba, pro analyzu
metodou AAS tato nevyhoda neni na zavadu, jelikoz do analyzatoru je vpravovana vzdy
Cerstveé pripravend emulze. Protoze se vétSinou jedna o stanoveni stopového mnozstvi prv-
kd, je velmi dilezita citlivost metody. Touto problematikou se zabyval Yurchenko [83],
kdy cilem jeho prace bylo zvysit citlivost a selektivitu AAS metody. Snazil se toho dosah-
nout chemickou modifikaci Zn, kdy byly pro tyto ucely vybrany rizné typy tenzidt (Tween
20,Tween-80, TritonX - 100, SDS), jejichz chemické nazvy jsou uvedeny v poznamce pod
¢arou. Bylo prokazano, ze se citlivost a selektivita metody nejvice zvySuje pii pouziti
laurylsulfatu sodného (SDS). Detekéni limit tohoto stanoveni je pii koncentraci min 0,003

ug Zn/ ml, coz odpovida 0,003 mg Zn/ 1.

I kdyzZ je stanoveni Zn metodou atomové absorpcni analyzy jednoduché a rychlé, je zde
problém vysoké potizovaci ceny pfistroje i potieba proskolené¢ho personalu. Z tohoto dua-
vodu se velmi Casto uplatituje metoda spektrofotometrie za pouziti jednoduchych spektro-
fotometrti. Principem metody je schopnost riizn€ zbarvenych vzorkl pohltit (absorbovat)
Cast svétla prochdzejiciho méfenym roztokem. Vysledek je vyjadfovan jako absorbance,

Ktera udava, kolik zafeni bylo méfenym vzorkem pohlceno [84].

Tween 20 — polyoxyethylenu (20) sorbitan monolaurat
Tween 80 — oxyethylenu (20) sorbitan monooledt
TritonX -100 — polyetylenu izooktyl fenyl ether

SDS — laurylsulfat sodny
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Korn a kolektiv [85] pro stanoveni zinku zavedli nové ¢inidlo uréené pro spektrofotomet-
rické stanoveni tak, aby byla metoda selektivni, dostatecné citliva a rychla. Toto nové ¢ini-
dlo, 7 - (4 - nitrofenylazo) — 8 — hydroxychinolin — 5 - sulfonova kyselina, vytvafi se zine¢-
natymi ionty v zasaditém prostiedi (pH 9,2) stabilni komplex, ktery vydrzi az 24 hodin.
Tato metoda byla uspé$né pouzita pro stanoveni zinku v n€kolika farmaceutickych pro-
stiedcich a byla dosazena vyssi citlivost i selektivita pfi stanoveni. Uvedena metoda dle

autort dovoluje stanovit 15 ng/ ml, tedy 15 ug/ 1.

Benamor a kolektiv [86] popsali metodu zaloZenou na barevné reakci mezi Zn?* s xyleno-
lovou oranzi v prostiedi mezi pH 5 — 6. K docileni tohoto rozmezi je pfidavan acetatovy
pufr a pro zajisténi stability vznikajiciho komplexu kationaktivni tenzid. Touto metodou je

mozné stanovit, dle autorti 1 — 20 pg Zn** ve 25 ml, tedy 40 — 800 pg/l.
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4 CILPRACE

Z diivodu potencialniho rizika na lidské zdravi, které predstavuje aplikace opalovacich
prostiedkti s obsahem nanocastic (TiO, a ZnO) i velkého zajmu o tuto problematiku ze
strany Evropského parlamentu a Evropské komise, jsem se zaméfila na stanoveni zinku
v riznych typech zinkovych bélob, kde je zinek rozptylen ve form¢ nanocastic. Presto, Ze
ZnO neni povolen pouzivat v receptute jako UV filtr, je zndm jako ochranny faktor pred
Skodlivymi u¢inky UV zafeni a dokonce spole¢né s TiO; patii mezi nejucinnéjsi. V sou-
casné dobé¢ se hovoii o jeho schvéleni, a jelikoz tomuto pfipadnému UV filtru neni véno-

vana v odbornych publikacich takova pozornost jako TiO; je tato prace uréena pravé ZnO.

Z literarni reSerSe dale vyplynulo, ze nejvhodnéjsi metody stanoveni zinku v kosmetickych
prostfedcich jsou AAS a spektrofotometrie. Klasické metody nejsou dostatecné citlivé a
pro tento ucel nejsou vhodné.
Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace je:

e Stanoveni dermalni absorpce emulznich zinkovych bélob riznych typti metodou in

vitro.

e Chemické stanoveni zinku metodou AAS a ovétreni moznosti aplikace spektrofoto-

metrického stanoveni popsaného Benamorem a kol [86].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 DERMALNI ABSORPCE METODOU IN VITRO

Zkouska byla provedena v souladu s nafizenim Komise (ES) ¢. 440/2008, kterym se stano-
vi zkuSebni metody dle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o regis-
traci, hodnoceni, povoleni a omezovani chemickych latek a dle metodiky OECD 428

(2004) Kozni absorpce: metoda in vitro.

5.1 Pouzité materialy a chemikalie

TerCiky praseci kize o priméru Scm byly ziskany ze samice, staii 100 — 150 dni, bez spa-
feni. Z hibetni ¢asti byly oddeleny 2 pasy ktuize o velikosti 20 x 70 cm cca 10 cm nalevo i
napravo od patefe. Kiize byla zbavena podkozniho tuku, §tétin a byly z ni vyseknuty terc¢iky
pozadované velikosti. Dale byla pouzita recepéni tekutina (vodny roztok 0,9% NaCl -
Merck, 1% bovinni albumin — Sigma, 0,05% gentamycinu - Fluka), izopropylalkohol pro

UV detekci (Lachema, Brno) a lepici paska siiky 2,5 cm (Tesa)

K rozboru byly pouzity bézné¢ komeréné dostupné nanoemulze. Jedna se o zinkové béloby
s oznacenim SOLAVEIL CZ-100 (emulze o/v, CAS nebyl nalezen) a SPECTRAVEIL FIN
(emulze v/o, CAS 274900-47-9). V obou piipadech je v emulzi krom¢ ZnO (55% hm.)
obsazen Ci,-Cy5 alkyl benzoat, polyhydroxystearova kyselina a v ptipadé SOLAVEIL CZ-
100 navic kyselina isostearova (UNIQEMA, CZ).

5.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Franzova difuzni komirka (Glasblaserai Brunswieg), termostatova lazen se silikonovy-
mi hadickami (Julabo MB, Labortechnik GmbH, Némecko), magneticka michacka (Vari-
omag Poly, Labortechnik AG, Némecko), elektricka plotynka (ETA 2107).

5.3 Metodika

Na magnetické michacce nastavené na 310 ot/min byla sestavena aparatura z Franzovych
diftznich komurek (obr. 14), které byly vzajemné propojeny silikonovymi hadickami a cely
systém byl napojen na vodni lazen s termostatem a pumpou, kterd udrzovala teplotu na
34 °C. Do spodnich c¢asti komtrek byla vlozena michadla, a poté byly naplnény recepéni
tekutinou. Na povrch spodni ¢asti byl vlozen tercik praseci kuize (obr. 15) rohovou vrstvou

smérem vzhiru. Na stied kiize byly aplikovany testované vzorky, které byly poté piekryty
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horni ¢asti difazni komurky. Test byl proveden ve dvou nezavislych pokusech. Testované
vzorky byly v jednom testu aplikovany na 4 — 2 paralelni teréiky kuze, kazdy vzorek byl
tedy zkousen na 4 kuzich. Celkem bylo pouzito 10 kizi, z ¢ehoz 2 slouzily jako kontrola
bez aplikace vzorkl. Aplikovana davka vzorku byla 20 pl, coz v ptipadé SOLAVEILU
CZ-100 odpovidalo primémé 34,4 mg, resp. 35,2 mg ve druhém testu a pro
SPEKTRAVEIL FIN 27,6 mg, resp. 30,9 mg. Dalsi informace viz piiloha P1. Doba expo-
zice zinkové béloby na kuzi byla 24 hodin. Po ukonceni expozice nasledovalo rozdéleni
ktze na 13 frakci (tab. 1), které byly podrobeny chemické analyze. Prvni frakce (tzv. cap)
byla ziskana oplachem horni ¢asti difuzni komurky extrakénim ¢inidlem — izopropylalko-
holem. Tato horni ¢ast komutrky byla po 24 hodin dale ponechana v 5 ml tohoto extrak¢ni-
ho roztoku. Dalsi frakci ptedstavuje zbytek béloby na kizi po expozici, ktery byl do izo-
propylalkoholu pfenesen stérem pomoci tzv. kopytka. Stejné jako prvni frakce byl po 24
hodin ponechan ve 4 ml tohoto extrakéniho ¢inidla. Frakce 3 - 10 byly ziskany tzv. stripo-
vanim rohové vrstvy za pouziti lepici pasky (obr. 16). Stripovani bylo provadéno priloze-
nim lepici pasky na kiizi a pomoci nizek bylo docileno ulpéni slozek z rohové vrstvy na
pasce, ktera byla z kiize nasledné odtrzena. Pti kazdém stripu byla kGze vzdy pootocCena.
Bylo provedeno celkem 16 stripi, tzn., ze kazda frakce ptedstavuje vzdy 2 stripy (obr. 17).
Dale probéhlo oddéleni epidermis od dermis ptiloZzenim a pfitlatenim ktize na horkou plot-
nu (cca. 80°C) na 15 - 20 sekund. Epidermis byla poté odstranéna kulatou $pachtli (obr.
18). Zbyla dermis byla ntizkami rozstfihana (obr. 19). Posledni frakce pro analyzu piedsta-

vuje recepéni tekutina, ktera byla odsana p¥imo ze spodni ¢asti Franzovy diftzni komurky.
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Tab. 1. Frakce ziskané pri dermdlni absorpci metodou in vitro

C. frakce Popis C. frakce Popis
1 oplach horni ¢asti difuzni komurky 8 strip 11-12
2 latka setfena z povrchu ktize 9 strip 13-14
3 strip 1-2 10 strip 15-16
4 strip 3-4 11 epidermis
5 strip 5-6 12 dermis
6 strip 7-8 13 recepcni tekutina
7 strip 9-10

Obr. 14. Franzovy komiirky

Obr. 15. Terciky praseci kiize

Obr. 16. Stripovani kiize

Obr. 17. Stripy kiize na lepici pdsce
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Obr. 18. Oddéleni epidermis od dermis Obr. 19. Rozstithana dermis

Nasledujici kapitola je zaméfena na stanoveni obsahu zinku v jednotlivych frakcich

(tab. 1), s ¢imzZ souvisi i jejich uprava pied vlastni analyzou.
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6 CHEMICKE STANOVENI ZINKU

6.1 Pouzité materialy a chemikalie

Kyselina chlorovodikova p.a (Petr Lukes, CZ), toluen p.a (Petr Lukes, CZ), oxid zine¢naty
99,5 % (Lachema, Brno), kyselina dusi¢na 65%, isopropylalkohol pro UV detekei (Lache-
ma, Brno), peroxid vodiku 31% farmaceuticky (Chemické zavody Sokolov), xylenolova
oranz (Lachema, Brno), hexadecylpyridinium chlorid monohydrat (Sigma, Némecko), ky-
selina octova (Lachema, Brno), octan sodny (Lachema, Brno), indikatorové papirky (La-
chema, Brno), lepici izolepa sitky 2,5cm (Tesa), zinkové béloby SOLAVEIL CZ-100 (CAS
nebyl nalezen) a SPEKTRAVEIL FIN (CAS 274900-47-9) (Unigema, CZ)

6.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Spektrofotometr (DR/2000 firmy HACH LANGE, Polsko), analytické vahy (BA 110S,
Sartorius), ultrazvukova lazen (Powersonic PSO4000A), odstiedivka (EBA20, Hettich),
elektricka plotynka (ETA 2107), mikrovinny mineralizator (Milestone, mls 1200), minera-
liza¢ni teflonové patrony, AAS (GBC 933 AA, Australie).

6.3 Spektrofotometrické stanoveni zinku

Jak bylo feceno jiz v kapitole 3.2, pro spektrofotometrické stanoveni zinku byl vybran po-
stup dle Beramora [86] a kolektivu. Toto rozhodnuti bylo ovlivnéno faktem, Ze autofi
v metodice uvadi citlivost stanoveni v intervalu od 1- 20 pug Zn®* ve 25 ml vzorku tj. 40 —
800 pg/l. Principem metody je barevna reakce Zn**'s xylenolovou oranzi (XO). Vytvoieny
barevny komplex je stabilizovan kationaktivnim tenzidem cetylpyridinium chloridem
(CPCI) a pro zajisténi pH prosttedi vV rozmezi 5 — 6, dileZzitého pro spravnou tvorbu barev-
ného komplexu je ptfidavan acetatovy pufr. Tento barevny komplex vznika pii pokojové
teploté ihned. Méfeni vsak byla provedena po 30 minutach od pfidani vSech c¢inidel. Tento
Cas je potfebny pro ustaleni barevného komplexu. Metodika dale uvadi pouziti vSech ¢ini-
del tvofici komplex tedy Zn®* : XO: CPCl v poméru 1 : 2 : 4. Mnozstvi pouZitého acetato-
vého pufru neovlivituje métenou absorbanci a jeho optimalni ptidavek byl stanoven na 1 -

3 ml v ptipadé pouziti 25 ml odmérnych bangk.
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6.3.1 Priprava reagenci

K zajisténi barevné reakce bylo potieba pfipravit indikdtor xylenolovou oranz o koncentra-
ci 10° mol/l, a to rozputénim 0,1900 g ve 250 ml destilované vody. Optimalni koncentraci
pro vznik stabilniho komplexu pak autofi metodiky uréili na koncentraci 10 mol/l, a proto

byl zasobni roztok 10krat zfeden.

Jako dal3i byl pfipraven tenzid cetylpiridinium chlorid (CPCI) o koncentraci 10 mol/l
rozpusténim 0,8950 g ve 250 ml destilované vody. Maximalni tvorba komplexu byla dosa-
7ena pii koncentraci 10 mol/l tohoto tenzidu. Stejn& jako indikator byl tedy pro vlastni

stanoveni 10krat fedén.

Pro ptipravu acetatového pufru byla smichana kyselina octova a octan sodny a to nasledov-
né: do 200 ml odmérné baiiky bylo pfidano 24 ml 0,2M kyseliny octové a doplnéno octa-
nem sodnym (6,805 g CH3COONa rozpusténo ve 250 ml destilované vody). Tento pomér
byl zjistén podle chemickych laboratornich tabulek a odpovida pH 5,5. Pro stanoveni zinku
Vv této praci byl zvolen ptidavek acetatového pufru ve stiedu uvadéného rozmezi (viz vyse),

tedy na 2 ml.

6.3.2 Priprava modelovych vzorki

Z dostupnych zdroji (viz kapitola 3.2), které popisuji moznost presného stanoveni mnoz-
stvi zinku v kosmetickych a farmaceutickych prostfedcich bez tpravy vzorki mineralizaci,
byla pro Gpravu vzorkd jako jednoduché a rychlé alternativy vybrana hydrolyza pomoci 6M
HCI [97]. Vzorky zinkové béloby byly navazovany na analytickych vahach cca 0,0200 g.
Stanoveni probihalo pouze s navazenou bélobou nebo byla navazka béloby nanesena na
lepici pasku. Dale v§e probihalo stejnym zptsobem. Ke vzorku bylo pfidano 5 ml izopro-
pylalkoholu nebo toluenu (vysvétleno nize) a pro zajisténi dokonalého protiepani byla pou-
zita ultrazvukova lazen po dobu 10 minut. Nasledoval pfidavek 5 ml 6M HCI (50 ml 36%
HCI byla doplnéna do 100 ml odmérné banky destilovanou vodou). Piipravena smés byla
opét tiepana Vv ultrazvukové lazni (10 minut) a poté vafena po dobu cca 5 minut. Po hydro-
lyze byla smés prevedena do zasobniho roztoku 0 objemu 100 ml. Takto pfipraveny roztok
byl pro stanoveni jesté¢ 10krat ziedén, aby bylo dosazeno pozadovanych hodnot cca 10 pg
Zn /ml. Odebrané mnozstvi vzorku, tj. 1 ml z tohoto zasobniho roztoku bylo vzdy ve 25 ml

odmérné bance doplnéno ¢inidly, potfebnymi k vytvofeni barevného komplexu a poté byl
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obsah doplnén destilovanou vodou. Slepé pokusy byly pfipravovany stejnym zptsobem,

bez ptidavku vzorku.

6.3.3 Priprava vzorku ziskanych dermalni absorpci

Ptiprava vzorku ziskaného po dermalni absorpci byla zavisla na charakteru ziskané frakce.
Prvni frakce (capy) byly pfipraveny tak, ze horni ¢asti difiznich komurek byly oplachnuty a
ponofeny do 5 ml izopropylalkoholu kde byly ponechany 24 hodin. K témto roztokim pak
byl ptidan 1 ml HCI. Systém byl tiepan v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut, a poté uve-
den do varu po dobu cca 5 minut, az do vypateni izopropylalkoholu. Vznikly ¢iry hydroly-
zat byl kvantitativné pfeveden do 10 ml odmérnych bangk, jelikoz se neptedpokladalo vy-
soké mnozstvi zinku ve vzorku. Z tohoto roztoku bylo odebirdno po 1 ml do 25 ml odmér-
nych ban¢k, do nichz bylo pfidavano potiebné ¢inidlo pro vznik komplexu. Po 30 minu-
tach, kdy bylo dosazeno optimalniho zabarveni roztokt, byly vzorky prométeny na spektro-
fotometru. Z kazdého vzorku byly pfipraveny vzdy 4 paralelni zkusebni roztoky z divodu
minimalizace chyby béhem méteni. Druhé frakce (stéry z povrchu ktize) byly k méfeni pfi-
praveny stejnym zpusobem, s tim rozdilem, ze po 24 hodin byl vzorek extrahovan pouze ve

4 ml izopropylalkoholu.

Frakce ¢. 3-10, tedy stripy, byly v Erlenmayerovych banikach smichany s toluenem, diky
kterému byly z povrchu lepici pasky odstranény veskeré slozky vcetné lepidla. Pro zlepSeni
vytéznosti byly stripy s toluenem tfepany po 10 minut Vv ultrazvukové lazni a teprve poté
byl ke kazdému vzorku pfidan 1 ml 6M HCI a vzorky byly znovu v ultrazvukové lazni
tiepany po dobu 10 minut. Pfed vafenim smési byly izolepy pomoci pinzety odstranény a
dokonale omyty malym mnozstvim toluenu. Teprve poté byla smés vafena, opét cca 5 mi-
nut. Po hydrolyze pak byly vzorky kvantitativné ptevedeny do 10 ml odmérnych bangk,

doplnény destilovanou vodou a stanoveny jako u predchozich frakci.

Frakce, ptedstavujici odd€lenou epidermis byly namoceny po 24 hodin do 4 ml izopro-
pylalkoholu. Vyluhovani zinku bylo podpofeno tfepanim v ultrazvukové lazni (10 minut),
poté byl pridan ke kazdému vzorku 1 ml 6M HCI s 10 minutovym tfepanim na ultrazvuko-
vé lazni. Smés spolecné s kuzi byla opét vafena cca 5 minut a poté, z divodu zakaleni byl
roztok odstfedén 6000 ot/min po dobu 10 minut. Po odstiedéni byl ¢iry podil preveden do

10 ml odmérnych bané€k a bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni obsahu zinku.
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Frakce, ve kterych bylo stanovovano mnozstvi zinku z nastiihané dermis, byla zalita 5 ml
izopropylalkoholu a extrahovana 24 hodin. Nasledné byl izopropylalkohol ptelit do Erlen-
mayerovych ban¢k a k dermis bylo opét piidano 5 ml izopropylalkoholu. Pro snadnéjsi
vyluhovani byla smés podrobena 10 minutovému tiepani v lazni. Nasledoval ptidavek 1 ml
6M HCI a opét 10 minut ultrazvuku. Smés byla vatena bez dermis, ktera byla peclivé pro-
myta podilem izopropylalkoholu a po hydrolyze byly roztoky z divodu zakaleni odstredény
a dle potieby prefiltrovany. Takto upraveny roztok byl pteveden do 10 ml odmérnych ba-
n¢k a podroben spektrofotometrickému stanoveni, stejnym zptsobem jako v predchozich

piipadech.

Frakce, ziskana z recep¢ni tekutiny, byla pfimo smichana s 1 ml 6M HCI, podrobena 10
minutovému tfepani v ultrazvukové 14zni, ndsledné vafena a odstiedéna, za Gcelem odstra-
néné srazeniny bilkovin. Ciry roztok byl kvantitativné preveden do 10 ml odmérné baiky a
doplnén destilovanou vodou. Pro spektrofotometrické stanoveni byl roztok piipraven stej-
nym zpiisobem jako v piedchozich piipadech.

Slepé pokusy pro jednotlivé frakce byly pfipravovany stejnym zpuisobem jako v piipadé
vzorkd. Méfeni absorbance bylo provedeno na spektrofotometru HACH DR/2000 (viz obr.
20).

Obr. 20. Spektrofotometr HACH DR/2000

6.3.4 Kalibraéni kfivka

Pro sestrojeni kalibraéni kfivky byl pfipraven zasobni roztok zinku o koncentraci 10

mol/l. Toho bylo dosazeno navdzenim 0,8133 g ZnO, coz odpovida 0,6533 g zinku. Tato
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navazka byla rozpusténa v 500 ml destilované vod¢. K roztoku bylo pfidano cca 4 — 5 ka-
pek 0,001M HCI, pro snadn¢jsi a uplné rozpusténi ZnO. Naredénim bylo docileno zasob-
niho roztoku s 6,53 pg Zn/ ml. Z tohoto zasobniho roztoku byla vytvoiena kalibra¢ni fada
pracovnich roztokt ve 25 ml odmérnych bankach o koncentracich od 1 — 13 pg Zn/ 25 ml
(40 — 520 pg Zn/ 1). Pro zji$téni spravnosti a piesnosti sestrojené kalibra¢ni kiivky byl pfi-
praven zkugebni roztok o koncentraci 4 pug Zn/ ml (0,498 g ZnO ~ 0,400 g Zn?* bylo roz-
pusténo vel00 ml destilované vody, tento roztok byl dale fedén). Z tohoto zasobniho roz-
toku byla pfipravena fada roztokti o znamé koncentraci zinku, ktera byla urcena pro spekt-

rofotometrické stanoveni.

6.4 Stanoveni zinku metodou AAS

6.4.1 Mineralizace zinkovych bélob

K mineralizaci bylo navazeno 0,0500 g zinkové béloby do teflonovych mineralizaénich
patron. K navézce vzorku byly ptidany 3 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku.
Takto nachystané vzorky byly podrobeny mineralizaci v mikrovinném mineralizatoru na
UIOZP. Po tomto kroku byly vzorky kvantitativné pfevedeny do 25ml odmérnych bangk,

doplnény destilovanou vodou a podrobeny AAS analyze na pracovisti UIOZP.

Mineralizaci byla zji§téna nehomogenita vzorku, coz se projevilo i na vysledcich stanoveni.

6.4.2 Stanoveni modelovych vzorku

K tomuto ucelu byly pouzity vzorky upravené pro spektrofotometrické stanoveni. Pro ana-

Iyzu byly odebirany vzorky ptfimo ze zasobnich roztoki.

6.4.3 Stanoveni vzorki ziskanych dermalni absorpci

Pro vlastni méteni byly pouzity vzorky upravené stejnym zplisobem jako v ptipad¢ spektro-
fotometrického stanoveni S tim rozdilem, Ze po provedeni hydrolyzy byla smés pievedena
do zasobniho roztoku, ktery byl po natedéni podroben AAS analyze na pracovisti UIOZP.
Slepy pokus pro stanoveni byl provadén stejnym zptsobem, s tim rozdilem, Ze nebyl pouzit

zkoumany vzorek.
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7 STANOVENI VELIKOSTI CASTIC OXIDU ZINECNATEHO A
JEJICH DISTRIBUCE

V Centru polymernich materiald FT byla zméfena velikost ¢astic ZnO u jednotlivych
emulznich zinkovych bélob. Jednalo se o vzorky SOLAVEIL CZ — 100 (emulze o/v) a
SPEKTRAVEIL FIN (emulze v/o). Méfeni bylo provedeno na piistroji ZETA NANO ZS

(Malvern Instruments, Velka Britanie), ktery je uveden na obrazku 21.

Obr. 21. ZETA NANO ZS (Malvern Instruments)
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Kalibrace

Piiprava zasobniho roztoku byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.2. Jelikoz
pfi ptipravé nedochazelo ke spravnému zabarveni pracovnich roztok po doplnéni jednot-
livych ¢inidel zajistujici barevnou reakci a stabilitu komplexu v poméru uvadéném
v kapitole 4.3 (ptidavek 2 ml XO a 1 ml CPCI), muselo byt pouzité mnozstvi jednotlivych
¢inidel upraveno. Po této Gpraveé jiz nebyl zachovan pomér uvedeny v metodice. Nedosta-
tecné zbarveni roztokl bylo pravdépodobné zptisobeno malym mnozstvim indikatoru. Do
25 ml odmérné barky bylo tedy nové k analyzovanému roztoku ptidavano vzdy 2,5 ml XO
a 1,2 ml CPCI (vysvétleno vyse). Bylo tedy navySeno mnozstvi indikatoru a v zavislosti na

tom i tenzidu. Mnozstvi acetatového pufru zistalo nezménéno, ¢inilo 2 ml.

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky bylo nutné stanovit vhodnou vinovou délku proméienim
absorbance vSech pfipravenych vzorkl. K urceni této vinové délky byl vybran pracovni
roztok ze stfedu kalibra¢ni fady. VInova délka, pii které byla naméfena nejvyssi absorban-
ce, byla brana za pracovni délku a pouzita pro dalsi méfeni. Rovnéz byla stanovena
maximalni absorbance slepého pokusu pii vinové délce 450 nm. Tato hodnota je
dostatecné vzdalenda od maximalni vinové délky vzorkli, a proto nemiize dojit
k interferenci. V metodice byla uvadéna jako nejvhodnéjsi vinova délka 580 nm, pii které
byla naméfena nejvyssi absorbance vzniklého barevného komplexu. Proméfenim ptiprave-
nych roztokl vSak bylo dosazeno nejvyssi absorbance pii vinové délce 570 nm, a proto tato
hodnota byla vyuZzita pro dalsi stanoveni. Po zji$téni pracovni vinové délky byly pfi této
hodnoté prométeny vSechny roztoky kalibra¢ni fady a byla sestavena kalibra¢ni kiivka (viz
tab. 2 a obr. 22).
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Tab. 2. Namérené hodnoty absorbance pri 570 nm

Vzorek *[ 10 *1] | Koncentrace zinku v roz- | Priimérna absorbance
toku [ng/l |
0,25 64 0,035
0,5 128 0,0576
1,0 260 0,099
2.0 520 0,161
3.0 780 0,186
4,0 1040 0,195
5,0 1280 0,2013

*Vzorek (napipetované mnozstvi roztoku zinku, pouzité pro stanoveni)

Zavislost absorbance na koncentraci
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Obr. 22. Graf zavislost namérené absorbance na koncentraci

Je patrné, Ze doslo k zakfiveni kalibracni kiivky pfi koncentracich nad 600 pg/ 1, tedy cca
15 pg/ ve 25 ml, coz koresponduje se zjisténim Benamora [107]. To znamend, Ze pii
vysSich koncentracich jiz neplati Lamber — Beerav zakon. Stanoveni kalibra¢ni kiivky bylo

tedy provedeno znovu, a to pouze do koncentrace 13 pug Zn /ml (520 pg Zn /1). Vysledek je
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znazornén v tab. 3 a obr 22. Z grafu je zfejmé, ze experimentalni data 1ze prolozit pfimkou
zavislosti. Pomoci programu Excel byla vypoctena regresni rovnice y = 0,012x — 0,001 a
také korelacni faktor R” = 0,993. Jeho hodnota blizici se 1 dokumentuje dobrou shodu na-

métenych hodnot a matematického modelu.

Tab. 3. Vysledky méreni kalibracni kiivky

Vzorek *[10° | Koncentrace zinku v | Primérna absorbance
] roztoku[pg/I ]
0,25 64 0,0138
0,5 128 0,0367
0,75 196 0,0594
1,0 260 0,0855
1,5 392 0,1261
1,7 444 0,1398
2,0 520 0,1535

*Vzorek (napipetované mnozstvi roztoku zinku, pouzité pro stanoveni)

Kalibracni krivka
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Obr. 23. Graf kalibracni krivky (Zavislost absorbance na koncentraci)
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8.1.1 Stanoveni koncentrace modelovych vzorki

Pro kontrolu spravnosti a presnosti méteni byl pfipraven modelovy roztok 4pg Zn /1 ml,
dle kapitoly 6.3.4. Byla vytvoiena fada roztok o znamé koncentraci, viz tab. 4 a nasledné
byly zméteny jejich absorbance. Z regresni rovnice byla poté vypoctena piislusna koncent-

race roztoku.

Tab. 4. Vysledky méreni presnosti kalibracni krivky

Vzorek * Prumérna Predpokladané Stanovené Rozdil ve
[10°1] absorbance mnoZstvi zZinku | mnoZstvi zinky | Stanoveném
g/ ] g/ ] oSl
[%]
0,5 0,0164 80 60 25
1,5 0,071 240 240 0
2,5 0,1138 400 384 4
3 0,1348 480 452 6

*Vzorek (napipetované mnozstvi roztoku zinku, pouzité pro stanoveni)

Rozdil mezi vypoctenou a naméfenou hodnotou je uveden rovnéz v tabulce ¢. 4. Je ziejmé,
ze u nizké koncentrace 80 pg/l byla namétena koncentrace 60 pg/l, coz odpovida odchylce
25%. U koncentrace 240 ug/l je chyba stanoveni nulova a u koncentrace 400 a 480 ug/l je
pak rozdil mezi teoretickou a naméfenou hodnotou 4 resp. 6 %. Na zaklad¢ tohoto zjisténi
byly realné vzorky fedénim upraveny na koncentraci pohybujici se mezi hodnotami 240 —
400 pg/l, coz odpovida stredu kalibra¢ni zavislosti. Grafickym vyjadfenim odchylky méte-

ni modelového roztoku zinku od kalibra¢ni kiivky vyjadtuje obr. 24.
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Presnost méreni
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Obr. 24. Graf presnosti méreni ( Zavislost absorbance na koncentraci)

Po sestaveni kalibracni zavislosti a ovéfeni pfesnosti méfeni bylo pfistoupeno ke stanoveni

obsahu zinku v zinkové bélobé.

8.2 Metodika hydrolyzy zinkovych bélob

Dle metodiky stanoveni zinku v zinkové masti [97] bylo k hydrolyze zinkové béloby pou-
zito 6 M HCI. Navazeno bylo 0,0200 g zinkové béloby, ke které bylo pfidano 5 ml izopro-
pylalkoholu, v ptipad¢ aplikace vzorku na lepici pasku toluenu a 5 ml 6M HCI. Smés byla
protfepana 10 minut v ultrazvukové lazni a vafena na vafi¢i cca 5 minut, do doby nez byl
odpaten vrchni podil smési, ktery odpovidal izopropylalkoholu nebo toluenu. Béhem hyd-
rolyzy doslo k vyceteni roztoku, po které byl pteveden do 100 ml odmérné banky a 10krat
zfedén, aby bylo dosazeno koncentrace ve stfedu kalibracni kiivky, kde je métfeni nejptes-

v

néjsi, jak bylo diskutovano vyse.

Jelikoz vyrobcei deklaruji 55% ZnO v suspenzi, veskeré vysledky byly na tento obsah pte-
pocitany. Stanoveni bylo provedeno jak u samotné navazky zinkové béloby, tak byla tato
navazka nanesena na lepici pasku. Tento zptisob analyzy simuloval vzorky ziskané dermal-
ni absorpci. Nejdiive byl pro tento ucel pouzit izopropylalkohol. V piipadé jakéhokoli pre-
loZeni béhem hydrolyzy a manipulace se vzorkem nebylo dosaZeno odstranéni veskerého

navazeného mnozstvi zinkové béloby a proto bylo toto extrakéni ¢inidlo vyménéno za to-
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luen, kterym bylo jiz vizualné docileno lepsi extrakce béloby z pasky. Vysledky jsou uve-

deny v tabulkach 5 a 6, v pfipad¢ izopropylalkoholu a tabulkach 7 a 8 pro toluen.

8.2.1 Stanoveni zinkové béloby s izopropylalkoholem

Tab. 5. Zinkova béloba s izopropylalkoholem jako extrakcnim cinidlem bez izolepy

Navazka Prumérna Piedpokladana Stanovena Rozdil ve
vzorl;uv lmgko- absorbance | hmotnost zinku hmotnost zinku stanoveném
ve beloby (55%) (55%) L
[ng 110% | ] mnozstvi

[ng/l ] [mg/l ]
[%]
204 0,0798 360,1 269,4 -25
216 0,0859 381,8 289,8 -24
191 0,0657 337,6 222,3 -34
221 0,08373 390,1 282,4 -28
224 0,0821 395,9 277,0 -30

Tab. 6. Zinkova béloba nanesena na izolepu s extrakcnim cinidlem izopropylalkoholem

Navazka Prumérna Predpokladana Stanovena Rozdil ve
vzorl;)uv lmgko- absorbance | hmotnost zinku hmotnost zinku stanoveném
ve beloby (55%) (55%) L
[ug/lOS 1 mnozstvi

[ng/l ] [ng/l ]
[%]
198 0,0790 369,1 266,7 -28
222 0,1101 392,4 370,5 -5,6
199 0,0688 351,7 232,6 -34
230 0,1067 406,5 359,1 -12
193 0,1035 3411 348,3 -2
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8.2.2 Stanoveni zinkové béloby s toluenem

Vzorky byly pfipraveny stejnym zplsobem jako v piipad¢ izopropylalkoholu. V ptipadé

vzorkl, kde byla ke stanoveni pouZita izolepa, byla pied vafenim vyjmuta a dokonale

oplachnuta malym podilem toluenu.

Tab. 7. Zinkovd béloba s toluenem jako extrakcnim cinidlem bez izolepy

Navazka Prumérna Predpokladana Stanovena Rozdil ve
Vzofkuv zinko- absorbance | hmotnost zinku hmotnost zinku Stano‘ie“e,m
vé béloby (55%) (55%) mnozstvi
ng/10°1] g/l lng/] Ko
191 0,0907 337,6 305,7 -9
241 0,1109 426,0 373,0 -12
204 0,1009 360,6 333,0 -6
206 0,0958 364,1 322,5 -11
258 0,1245 456,0 418,3 -8
Tab. 8. Zinkova béloba nanesena na izolepu s extrakcnim cinidlem toluenem
Navazka Primérna Piedpokladana Stanovena Rozdil ve
vzotli)uv lmgko- absorbance | hmotnost zinku hmotnost zinku stanoveném
ve beloby (55%) (55%) o
3 mnozstvi
[ng/10°1] [ng/l ] [ng/l]
[%]
201 0,0795 355,3 268,3 -24
205 0,0894 362,3 301,4 -17
238 0,0961 420,7 323,6 -23
237 0,1063 4189 357,7 -15
211 0,0852 372,9 287,2 -23
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Na zakladé srovnani vysledki uvedenych v tabulce 5 a 7, 1ze tvrdit, ze vysledky pii pouziti
v toluenu jako extrakéniho Cinidla jsou podstatné lepsi a rozdil ve stanoveném mnozstvi
dosahuje max. 12 %. V piipadé pouziti izopropylalkoholu jako extrak¢niho ¢inidla se chy-
ba pohybuje v rozsahu 25 — 35%. Pokud porovname vysledky v tabulce ¢. 6 a 8, tedy
v piipadé, kdy byl vzorek nanesen na lepici pasku a extrahovan izopropylalkoholem (tab.
6) je zfejmé, Ze se chyba méteni resp. rozdil mezi vypoctenou a naméfenou hodnotou po-
hybuje v intervalu 2 — 34 %. Pokud byl jako extrak¢ni ¢inidlo pouzit toluen, pohybuje se
chyba v intervalu 15 — 24 %, pficemz je ziejmé, ze rozptyl mezi méfenim neni tak velky

jako pii pouziti izopropylalkoholu.

Co je pozoruhodné, ve vSech pripadech méfeni byly ziskany mensi hodnoty, nez odpovida
vypoctené hodnoté, pti predpokladu obsahu 55% ZnO v aplikované suspenzi. Z tohoto
divodu bylo pfistoupeno k ur¢eni mnozstvi ZnO Vemulznich zinkovych bélobach

SPECTRAVEIL FIN a SOLAVEIL CZ -100 pomoci AAS.

8.3 Stanoveni zinku v zinkovych bélobach

Zpusob piipravy vzorku mineralizaci HNO3 a H,0O; je uveden v kapitole 6.4.1. Upravené
vzorky byly podrobeny analyze AAS. Slepy pokus pro toto stanoveni obsahoval vSechny
reagence jako u mineralizovanych vzorkd, které byly doplnény do objemu 25 ml destilova-
nou vodou. Byly stanovovany paralelné 3 vzorky od kazdé béloby (SPECTRAVEIL FIN a
SOLAVEIL CZ-100). Vysledky AAS analyzy jsou shrnuty v tabulce 9.
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Tab. 9. Vysledky mineralizace vzorku a stanoveni metodou AAS

Navazka vzor- | Predpokladana Stanovena Mnozstvi zin- | MnoZstvi ZnO
ku zinkové hmotnost vzor- hmotnost ku [%0 ]
béloby ku (100%0) vzorku AAS [% ]
[mg] [mg/1] [mg/1]
SPECTRAVEIL FIN-vzorek 1
42,2 1688 699,0 41,4 51,5
57,0 2280 876,5 38,4 47,9
SPECTRAVEIL FIN - vzorek 2
48,8 1952 589,0 30,2 37,6
SOLAVEIL CZ 100 —vzorek 1
63,1 2524 1153,0 45,7 56,9
66,9 2676 1250,0 46,7 58,1
SOLAVEIL CZ 100 — vzorek 2
50,3 2,012 0,7905 39,3 48,9

Je signifikantni, ze v ptipadé¢ vzorku béloby SPECTRAVEIL FIN nebylo ani v jednom
ptipad¢ dosazeno vyrobcem deklarovaného mnozstvi 55% ZnO a zjisténé hodnoty navic
kolisaji v rozmezi cca 38 — 52% ZnO. Je jasné, Ze vzorek tedy nebyl homogenni. V ptipadé
vzorku béloby SOLAVEIL CZ — 100 bylo prokazano ve dvou méfenich cca 56 a 58%, coz
odpovida uvadénému mnozstvi. Jeden vzorek vSak vykazoval hodnotu pouhych cca 49 %,
¢ili Ize také konstatovat nehomogenitu vzorku v objemu. Na zéklad¢ tohoto zjisténi Ize
vysvétlit odchylky spektrofotometrického stanoveni zinku v méfenych preparatech, coz

bylo diskutovano v piedeslé kapitole.

8.4 Rozdil mezi stanovenim zinku metodou AAS a spektrofotometrii

V dalsi fazi bylo pfistoupeno ke zjiSténi piesnosti méteni stejnych vzorkl zinkovych bélob

metodou AAS a spektrofotometricky. V tabulce 10 jsou uvedeny vysledky méfeni vzorka
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bez aplikace na lepici pasku a téch, které na lepici pasku aplikovany byly. Hydrolyza vzor-
ku varem probéhla bud’ bez lepici pasky, nebo s ni. Dale jsou uvedeny vysledky stanoveni
samotné béloby. Z tabulky je zfejmé, ze bylo docileno dobré shody mezi hodnotami zjisté-
nymi obéma metodami. Jesté vétsi shody bylo dosazeno v ptipad¢ stanoveni roztoku zinku,
bez nutnosti mineralizace, viz tabulka 11. Lze tedy prohlasit, ze pouzita metodika spektro-
fotometrického stanoveni zinku je aplikovatelna v kosmetickych emulzich a je zaroven

dostate¢né citliva a presna.

Tab. 10. Hodnoceni vysledkii odchylky stanovenych u zinkovych bélob

Navazka | Predpoklada- Stanovena Rozdil ve Stanovena Rozdil ve
vzorku na hmotnost hmotnost Zn | stanoveném stanoveném

[ng/10°1]| Zn (55%) (55%) SFM mnozstvi

hmotnost Zn
(55%) AAS mnozstvi

[ug/] g/l [%] [ug/] [%]

BELOBA BEZ IZOLEPY
200 353,5 348,3 -1,5 306,0 -13
214 378,2 359,8 -4.9 363,1 -4,0

BELOBA + IZOLEPA (nevaiend)

225 394,1 322,4 -18 365,5 -1,3

235 415,4 394,1 -5 386,9 -6,8

BELOBA + IZOLEPA (povai'end)

202 357,0 321,9 -10 336,3 -5,8

182 321,7 2714 -15 309,7 -3,72

*SFM- spektrofotometricka metoda
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Tab. 11. Hodnoceni odchylky pri pouZiti roztokii zinku

Predpokladana | Stanovena Rozdil ve sta- Stanovena Rozdil ve sta-
hmotnost Zn | hmotnost Zn noveném hmotnost Zn | noveném mnoz-
(55%) (55%) SFM mnozstvi (55%) AAS stvi
0, [0)
[ng/l ] [ng/l ] [%0] ng/! ] [%]
174,2 1717 -1,4 167,7 -3,7
261,3 262,1 +0,3 259,7 -0,6

8.5 Meéreni velikosti ¢astic ZnO a jejich distribuce

Pro lepsi charakteristiku pouzitych vzorkti zinkovych bélob SOLAVEIL CZ - 100 a
SPECTRAVEIL FIN byla zméfena velikost ZnO a jejich distribuce pfistrojem ZETA
NANO ZS (Malvern Instruments). V piipad¢é vzorku SOLAVEIL CZ — 100 byla zjisténa

prumérna velikost ¢astic 139 nm a redlné nizka distribu¢ni kiivka v intervalu 50 — 140 nm,

coz uvadi zdznam na obr. 25.

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity
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|— Record 47: Zinc Oxide | Rep2|

Obr. 25. Distibucni kiivka zinkové beloby SPECTRAVEIL FIN

V piipadé zinkové béloby s nazvem SOLAVEIL CZ -100 je pramérna velikost ¢astic ZnO

302 nm. Jejich polydisperzita je rovnéz vétsi nez u predchoziho preparatu. Velikost ¢astic
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se pohybuje v rozmezi 30 az cca 1000 nm. Byla rovnéz detekovana dalsi frakce o velikosti
cca 6000 nm, viz obr. 26. Mohlo by se jednat o dalsi frakci této velikosti nebo spise, coz je

pravdépodobnéjsi o aglomerat vytvoieny slouc¢enim mensich castic.

Size Distribution by Intensity
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Obr. 26. Distribucni krivka zinkové béloby SOLAVEIL CZ — 100

Na zaklad¢ provedenych méfeni 1ze konstatovat, ze vzorky mély znaénou tendenci aglome-
rovat. Ztoho vyplyva naprosta nezbytnost pfed aplikaci podobnych emulzi podrobit je

pred kazdym stanovenim dokonalé homogenizaci a popt. provést kontrolni méteni.

8.6 Vysledky vzorki dermalni absorpce

Na zakladé¢ wuspokojivych vysledkid pii stanoveni zinku v zinkovych bélobach
SPECTRAVEIL FIN a SOLAVEIL CZ -100 jak pomoci spektrofotometrie, tak metody

AAS, bylo ptistoupeno k analyze vzorkil ziskanych dermalni absorpci ve SZU v Praze.

V tabulce 12 jsou uvedeny vysledky stanoveni penetrace zinku do jednotlivych vrstev kiize
ze zkoumaného preparatu SOLAVEIL CZ — 100. Paralelné byly stanoveny i1 dva kontrolni
vzorky jako slepé pokusy. Z tabulky vyplyva, Ze téméf ve vSech piipadech bylo spektrofo-
tometrickou metodou naméfeno vy$$i mnozstvi zinku nez metodou AAS. Tyto zjisténé
mnozstvi jsou vyjadieny jako vytéznost v procentech, pro jednotlivé frakce. Rozdily jsou
zvlasté vyrazné, pokud se jedna o vetsi mnozstvi zinku, tj. v ptipadé stérti z povrchu ktize.
Tato tendence je patrna ve vSech dalSich piipadech. Za vérohodnéjsi samoziejmé nutno

brat vysledky AAS, protoZe se zde nemohou uplatiovat interference zptisobené piitomnosti
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organickych latek pochazejicich z kiize. Z tabulky je rovnéz patrné, ze ZnO je prakticky
zadrzen rohovou vrstvou pokozky, jelikoz v samotné epidermis byla namétena nejvyssi
vytéznost pouhych 0,2 %, coz je zanedbatelné mnozstvi, stejné jako v piipadé dermis a
recepcni tekutiné. Minimalni mnozstvi stanovené spektrofotometricky a metodou AAS
jsou srovnatelné pii porovnani s hodnotami zjisténymi u kontroly, které jsou pro piehled-
nost zprumérovany. Pokud se podivame na hodnoty névratnosti naméteného mnozstvi (tab.
13) ve vSech vrstvach k ptiivodné nanesenému mnozstvi zinku v zinkové bélobé, zjistime,
ze v piipad¢ metody AAS kolisaji ve vétsim rozmezi, a to cca mezi 43 — 91%. Tyto rozdily
jsou pravdépodobné zptisobeny nehomogenitou aplikovaného vzorku, jak bylo diskutovano

vyse.

Tab. 12. Vysledky stanoveni penetrace zinku do jednotlivych vrstev kiiZe z prepardtu
SOLAVEIL CZ - 100.

MnoZstvi 15,1855 15,5463
zinku*
[ma]
Primérmé
hodnoty I. ktze II. kize Il ktize IV. ktuze
kontroly
Metoda | AAS|SFM | AAS | SFM | AA | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM
S
VytéZnost
[%]
Cap 0 0,1 0 0 0 0,6 0 0,3 0 0,3

Povrch 0 03 ] 395|615 |815 | 121,1 | 458 | 549 | 75,1 | 149,1
(surface)

Stripy 0 |01 | 37 |34 |97 | 287 | 47 |09 | 70 | 159

Epidermis 0 0,1 0,2 0 0,1 0 - - 0,1 0

Dermis 0 0,1 0 0 0 0,1 0 0,2 0 0

Rec.tekutin 0 0,1 0 0 0,1 0,1 0 0 0 0
a

*Mnozstvi zinku [mg] (Jednd se o navdzku zinkové béloby, kde pro ucely vyhodnoceni je tato navizka piepo-

Citana na obsah zinku)
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Tab. 13. Navratnost mnozstvi zinku z piivodné naneseného 7 preparatu SOLAVEIL CZ -

100
Primérné
hodnoty L. ktize II. kaze III. kze IV. kize
kontroly
Metoda | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM
Navratnost | - - 43,4 | 649 | 914 | 150,6 | 50,5 | 56,3 | 82,2 | 165,3
[%]

Obsahy stanovenych hodnot zinku v jednotlivych vrstvach kize €. I. U zmiflované zinkové

béloby SOLAVEIL CZ -100 dale uvadi obr. 27. Je z n&j patrné, ze ZnO penetruje pouze do

vrchni vrstvy epidermis. Rozdily mezi stanovenym mnozstvim zinku pro jednotlivé kiize u

frakci ziskanych stérem preparatu SOLAVEIL CZ-100 piedstavuje obr. 28. Vyplyva z néj,

ze hodnoty stanovené spektrofotometricky jsou ve vSech ptipadech vyssi a u kiizi ¢. 2 a 4

dokonce prevySuji nanesené mnozstvi. Divodem, pro¢ je tomu tak je namétem dalSiho

zkoumani.
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Obr. 27. Vyteznost zinku v jednotlivych vrstvich kiize ¢.1 u zinkové béloby SOLAVEIL CZ

- 100
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Obr. 28. Vytéznost zinku u frakci ziskané stéry z povrchu jednotlivych kizi u zinkové
béloby SOLAVEIL CZ - 100

V ptipad¢ druhé zinkové béloby snazvem SPECTRAVEIL FIN je situace obdobna,
vysledky méfeni jsou vyjadieny v tabulce 14. Opét 1ze konstatovat rozdily mezi hodnotami
zjisténé spektrofotometrickym stanovenim a metodou AAS, pii¢emz spektrofotometricky
bylo AAS ziskano né&kolikanasobné vys$si mnozstvi  zinku, coZz je nejmarkantngjsi
Vv ptipadé stript. Vyssi hodnoty u spektrofotometrické metody mohou byt zptisobeny chy-
bou méfeni malych koncentraci stanovované latky, coz samoziejmé plati i pro piredchozi

méteni penetrace zinku do jednotlivych vrstev z preparatu SOLAVEIL CZ — 100.

Z dosazenych vysledka Ize také tvrdit, ze zinek nepenetruje hloubg&ji do dermis stejné jako
v minulém ptipadg, coz je dobfe patrné z obr. 29, které vyjadiuje stanovené mnozstvi zinku
u ktze C.Ill. Srovnatelnych vysledkt s preparatem SOLAVEIL CZ — 100 bylo dosazeno
také pii porovnani navratnosti (viz tabulka 15), kdy v ptipadé stanoveni metodou AAS
bylo dosazeno rozmezi cca 43 — 83%. Pokud porovname penetraci v zavislosti na velikosti
castic, kterd ¢ini v ptipadé SPECTRAVEIL FIN prumémé 139 nm, coz je zhruba 3krat
mensi velikost ¢astic nez byla zjisténa u SOLAVEILU CZ - 100, lIze se tedy ptiklonit

K tvrzeni, ze velikost ¢astic nema na penetraci znatelny vliv.
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Tab. 14. Vysledky stanoveni penetrace zinku do jednotlivych vrstev kiize z preparatu
SPEKTRAVEIL FIN
MnoZstvi 12,1808 13,3536
zinku *
[mg]
Primérné
hodnoty L. kiize II. kize III. ktize IV. ktize
kontroly
Metoda AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM | AA | SFM
S
Vytéznost
[%6]
Cap 0 0,1 - 0,5 0 1,0 0 0,5 0 1,1
Povrch 0 0,3 | 356 | 59,7 | 67,0 | 82,4 | 70,2 | 128,5 | 81,0 | 113,7
(surface)
Stripy 0 01 | 74 | 194 | 82 | 294 | 42 | 153 | 21 59
Epidermis 0 0102 0102|011} 01 0 - -
Dermis 0 0,1 0 0,1 0 0 0 0,1 0 0,1
Rec.tekutina| O 0,1 0 0,1 - - 0 0,1 0 0,1

*Mnozstvi zinku [mg] (Jednd se o navizku zinkové béloby, kde pro ucely vyhodnoceni je tato navizka

prepocitana na obsah zinku)

Tab. 15. Ndvratnost mnozZstvi zinku z pivodné naneseného Z prepardtu SPECTRAVEIL

FIN
Primérné
hodnoty L. kize I1. ktize II. kize IV. kize
kontroly
Metoda | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM | AAS | SFM
Navratnost | - - 43,2 1799 | 754 | 1129 | 74,5 | 1445 | 83,1 |120,9
[%0]
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Obr. 29. Wyteznost zinku V jednotlivych vrstvach kize ¢ u zinkové beloby
SPECTRAVEIL FIN

Ptehledné vysledky z frakei ziskanych aplikaci zinkové béloby SPECTRAVEIL FIN na
povrch kuze jsou uvedeny v obr. 30. Zavéry jsou obdobné jako v ptipadé predchoziho typu
zinkové béloby. To znamena, Ze spektrofotometrickou metodou je stanoveno vzdy vyssi
mnozstvi zinku neZz pifi pouziti AAS. V nékterych ptipadech rovnéz doSlo k urceni

mnozstvi zinku piekracujici ptivodniho nanesené mnozstvi.
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Obr. 30. Vyteznost zinku U frakci ziskané stéry z povrchu jednotlivych kizi u zinkové

béloby SPECTRAVEIL FIN

Opét nutno konstatovat, Ze spektrofotometrické stanoveni je zatizeno systematickou
chybou zpusobenou ptfitomnosti kiize ve stanovovaném vzorku a jak bylo feceno dfive,
vyss$i hodnoty u spektrofotometrické metody mohou byt zptisobeny chybou méteni malych
koncentraci stanovované latky. ReSenim by mohla byt totalni mineralizace vzorkd, ktera
zaru¢i odstranéni vSech organickych piimési, coz by mohlo byt pfedmétem dal§iho

vyzkumu.

8.6.1 Porovnani analyz

Pro ilustraci rozdild pii stanoveni obsahu zinku metodami AAS (obr. 31) a spektrofotomet-

ricky (obr. 32) byl vybran vzorek zinkové béloby SOLAVEIL CZ — 100.
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Obr. 31. Wyteznost zinku V jednotlivych vrstvach kiuze ¢l u zinkové béloby
SOLAVEIL CZ - 100 zjisteny metodou AAS

Spektrofotometrie
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Obr. 32. Vyteznost zinku Vv jednotlivych vrstviach kize ¢.II u zinkové béloby
SOLAVEIL CZ - 100 zjisteny spektrofotometrickou metodou
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Porovnanim jednotlivych grafti je patrné, Ze prestoze se absolutni hodnoty stanoveni zinku
obéma metodami 1i§i, nanocastice ZnO nepenetruji do nizSich vrstev a rohova vrstva tedy

plni svou bariérovou funkci.
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ZAVER
e Cilem diplomové prace bylo provedeni dermalni absorpce emulznich zinkovych bé-
lob (SOLAVEIL CZ -100 a SPECTRAVEIL FIN) metodou in vitro a stanoveni pe-

netrovaného mnozstvi zinku z téchto preparati metodou AAS a ovéfeni moznosti

aplikace spektrofotometrického stanoveni pro kosmetické prostiedky.

e Pro spektrofotometrické stanoveni zinku byla vyuzita xylenolova oranz (XO), kati-
onaktivni tenzid - cetylpyridinium chloridu (CPCI) a pro zajisténi stalého prostiedi
pfi pH 5,5 acetatovy pufr. Uvedend cCinidla byla pouzita v mnozstvi 2,5 ml XO o
koncentraci 10 mol/l a 1,2 ml CPCI o koncentraci 10” mol/l, &mz byla modifiko-

vana puvodni metoda prevzata od Benamora [86] a kolektivu.

e Pro hydrolyzu vzorku obsahujicich lipidické podily byla ovétfena a nasledné pouZzita

6M HCI.

e Pro extrakci vzorkl z lepici pasky se ukézalo jako vhodné&j$i pouzit toluen nez izo-
propylalkohol. Zkraceni procesu a G¢innosti extrakce bylo docileno tfepanim v ul-

trazvukové lazni.

e Pfi totdlni mineralizaci vzorkli zinkovych bélob SOLAVEIL CZ - 100 a
SPECTRAVEIL FIN pomoci HNO3z; a HyO; pfi mikrovinném ohievu a naslednym
stanovenim obsahu zinku metodou AAS byly zjiStény znacné rozdily od deklarova-

ného mnozstvi 55% hm. ZnO a tim byla prokazana nehomogenita vzorku.

e Srovnanim analyz modelovych vzorkti obsahujicich zinek pomoci spektrofotomet-
rie a AAS bylo dosazeno dobré shody. Stanovovany byly, jak vzorky u nichz byla
pouzita navrzena metodika vcetné hydrolyzy simulujici redlné vzorky, tak vzorky

obsahujici vodny roztok zinku.

e Lze konstatovat, ze pouzitd spektrofotometrickd metoda je vhodna pro stanoveni

kosmetickych prosttfedkti obsahujicich tukovou slozku.

e Pro lepsi charakteristiku jednotlivych druhii zinkovych bélob byla zmétena velikost
castic ZnO a jejich distribuce. V piipadé ingredience SOLAVEIL CZ — 100 byla
zjiSténa pramérna velikost ¢asti 302 nm a u zinkové béloby SPECTRAVEIL FIN se
jednalo o velikost pohybujici se primérné 139 nm. Byla zjiSténa tendence rychlé

aglomerace castic.
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e Pfi vyrobé kosmetickych prostfedki obsahujicich nanoc¢astice ZnO je tedy nezbytné

docilit jejich dokonalé homogenizace a zabezpecit jejich stabilitu.

e Vzorky ziskané dermalni absorpci piedstavovaly celkem 13 frakei, které se skladaly
z oplachu horni ¢asti diftizni komurky, stéri zbytkového mnozstvi vzorku z po-
vrchu kuze, jednotlivych stripa, epidermis, dermis a recepéni tekutiny. Celkem bylo
pouzito 10 koznich preparati, z nich dva slouzily jako kontrola. Pro kazdy typ
emulze pak slouzily paralelné 4 - 2 kiize, na které bylo naneseno 20 ul vzorku, coz
odpovidalo cca 30 mg. Stanoveni bylo provedeno ve dvou nezavislych experimen-

tech.

e Ze zjisténych vysledki je zfejmé, ze spektrofotometrickou metodou bylo dosazeno
hodnot, které byly ve vétsiné piipadl vyssi nez u AAS. Zatim nejsou znamy duvo-
dy, které zpuisobuji rozdil u hodnot potizenych metodou AAS a spektrofotometric-

kym stanovenim. Tato problematika bude pfedmétem dal$iho zkoumani.

e Z analyz obsahu zinku v jednotlivych frakcich kiize 1ze tvrdit, Ze zinek, resp. ZnO
nepenetruje hloubé&ji nez do rohové vrstvy pokozky. Mnozstvi zinku zjisténé meto-
dou AAS ve frakcich z epidermis a nize jsou zanedbatelné. Stejny zaveér lze vyslo-

vit i ze spektrofotometrického stanoveni.

e Pfi provadéni absorpce podobnych prostfedkti obsahujicich nanocastice je tedy ne-
zbytné vénovat pozornost jejich homogenizaci a dispergaci nanoc¢éstic ve vzorku.

Jinak nelze kalkulovat navratnost stanoveného mnozstvi vii¢i pivodné nanesenému.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAS

AES

BfR

CNS

CPCI

DNA

EAAS

EDTA

FAAS

FDA

GC

GIT

HPLC

IARC

IBMK

ICP - AES

ICP - MS

INCI

In vitro

In vivo

MoS

NOAEL

OECD

olv

Atomova absorpéni spektrometrie.

Atomova emisni spektrometrie.

Spolkovy institut pro odhad rizika.

Centralni nervova soustava.

Cetylpyridinium chlorid.

Deoxyribonukleova kyselina.

Elektricka atomova absorpcni spektrometrie.
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Plamenova atomova absorpcni spektrometrie.

Utad pro kontrolu potravin a 1éke.

Plynova chromatografie.

Gastrointestinalni trakt.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie.

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny.
Izobutyl-methyl keton.

Atomova emisni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem.
Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.
Mezinarodni ndzvoslovi kosmetickych ptisad.

Testy za laboratornich podminek.

Testy na Zivém organismu.

Hranice bezpecnosti.

Davka testované latky, pfi které jesté nebyl pozorovan toxicky ucinek.

Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvo;j.

Olej ve vode
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PABA p- aminobenzoova kyselina.

REACH Registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek.
RNA Ribonukleova kyselina.

ROS Reaktivni kyslikaté produkty.

SCCP Vybor pro kontrolu spotfebniho zbozi.

SCCNFP Védecky vybor pro kosmetiku a nepotravinové vyrobky (do roku 2004).

SDS Laurylsulfat sodny.

SPF Slune¢ni ochranny faktor.

TGA Statni ustav pro kontrolu 1éc¢iv.
TER Transkutanni elektricky odpor.
TEWL Transdermalni ztrata vody.

TiO, Oxid titanicity.

UIOZP Ustav inZenyrstvi a ochrany Zivotniho prostiedi.
uv Ultrafialové zéteni.

v/o Voda v oleji.

WHO Svétova zdravotnicka organizace.
XO Xylenolova oranz.

ZnO Oxid zinec¢naty.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1. Mechanismus UCINKU T1O2 ...t 16
Obr. 2. Uginnost &astic TiO, pii riznych vinovych délkach. ..........coooevevieeeenn.. 17

Obr. 3. Uginnost pigmentu a jemnych &astic ZnO pii riznych vlnovych délkach ......... 17
Obr. 4. Pomér velikosti materidlll ..o 18
Obr. 5. Fyzikaln¢ — chemické vlastnosti nanomaterialti, které mohou zménit

b1010GICKE TCINKY ...uetit i e e e e 22
Obr. 6. Klicové problémy v hodnoceni lidského zdravotniho rizika po vystaveni

NANOMAtETTAITM ... ..o e 23
Obr. 7. Hlavni moZnosti toxicity nanomaterialll in VIvo ............coeevviviiiininnennineeenn. 24
Obr. 8. Zaclenéni rznych proteind s nanocastici (10 nm) do bunééné membrény ......... 25

Obr. 9. Schematicka ilustrace mozného pasivniho prostupu nanomaterialu do bunky .... 26

Obr. 10. MoZné cesty penetrace KOZI ..........oouiiiieiniiiiii e 29
Obr. 11. TiO; pod elektronovym mikroskopem ..............c.oooiviiiiiiiiininiiiiaianann.n. 32
Obr. 12. ZnO V rozZmeEru NANOMELIT ... ..ueutetinttereetet et eteeeeteeeereeeerenenennns 33
Obr. 13. Franzova komiirka ... 36
Obr. 14. Franzovy KomuUrky ..o 46
Obr. 15. TerCiky praseci KUZE ......o.viiiinii e e e 46
Obr. 16. StripovANT KUZE ..o 46
Obr. 17. Stripy KU1Ze Na 1€PiCi PASCE . ..vvriiriitiit ittt 46
Obr. 18. Oddéleni epidermis od dermis ............ooueviiiiiiiiiiii e, 47
Obr. 19. Rozstithani dermis ...........o.oiiiiiii e 47

Obr. 20. Spektrofotometr HACH DR/2000 ..ot 51

Obr. 21. ZETA NANO ZS ( Malvern Instruments) ...........c.co.vuviiiiiniiiniiininianainnnns 53

Obr. 22. Graf zavislosti nameéfené absorbance na Koncentraci.......c vovuueeeeeeeeeeenennnn.. 55



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

Obr. 23. Graf kalibra¢ni kiivky (Zavislost absorbance na koncentraci)........................ 56
Obr. 24. Graf ptesnosti méfeni (Zavislost absorbance na koncentraci) ........................ 58
Obr. 25. Distribucni kiivka zinkové béloby SPECTRAVEIL FIN ..., 64
Obr. 26. Distribucni kiivka zinkové béloby SOLAVEIL CZ—100 ...........coovvivinnn. 65

Obr. 27. Vytéznost zinku v jednotlivych vrstvach kiize €. 1. u zinkové béloby

SOLAVEIL CZ = 100. ...ttt 67
Obr. 28. Vytéznost zinku u frakci ziskanych stéry z povrchu jednotlivych kizi u zinkové

b&loby SOLAVEIL CZ — 100.......ouiuiiiiiiii e 68
Obr. 29. Vytéznost zinku Vv jednotlivych vrstvach kize ¢. III. u zinkové béloby

SPECTRAVEIL FIN ... 70
Obr. 30. Vytéznost zinku u frakci ziskanych stérem z povrchu jednotlivych kizi

u zinkové béloby SPECTRAVEIL FIN ... 70
Obr. 31. Vytéznost zinku v jednotlivych vrstvach kize €. II. u zinkové béloby

SOLAVEIL CZ - 100 zjistény metodou AAS .......ooiiiiiiiiiiiiieeen, 72
Obr. 32. Vytéznost zinku v jednotlivych vrstvach kize €. II. u zinkové béloby

SOLAVEIL CZ - 100 zjistény spektrofotometrickou metodou...................... 72



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 88

SEZNAM TABULEK

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1. Frakce ziskané pti dermalni absorpci metodou in Vitro .............ccoevviinenn.n. 45
2. Naméiené hodnoty absorbance pii S70 nm ..........coooiiiiiiiiiiiii e, 55
3. Vysledky méfeni kalibracni KFivKy ..........coooiiiiiiiiiiiii e 56
4. Vysledky méteni presnosti kalibracni KFivKy ...........oooiiiiiii i, 57

5. Zinkova b¢loba s izopropylalkoholem jako extrakénim ¢inidlem
DZ 1Z0] Y et 59

6. Zinkova béloba nanesena na izolepu s extrakénim ¢inidlem

izopropylalkoholu ... ..o 59
7. Zinkova b¢loba s toluenem jako extrakénim Cinidlem bez izolepy................... 60
8. Zinkova béloba nanesena na izolepu s extrak¢nim ¢inidlem toluenem .............. 60
9. Vysledky mineralizace vzorku a stanoveni metodou AAS ...........ccoceeevinnnnn 62
10. Hodnoceni vysledkti odchylky stanovenych u zinkovych bélob .................... 63
11. Hodnoceni odchylky pii pouZiti roztokll zinku ... 64

12. Stanoveni penetrace zinku do jednotlivych vrstev kiiZze z preparatu

SOLAVEIL CZ — 100, ...ttt 66
13. Navratnost mnoZzstvi zinku z piivodn€ naneseného z preparatu

SOLAVEIL CZ — 100 ...ttt e 66
14. Stanoveni penetrace zinku do jednotlivych vrstev kliZze z preparatu

SPECTRAVEIL FIN ... 68
15. Navratnost mnozstvi zinku z piivodné naneseného z preparatu

SPECTRAVEIL FIN ... 68



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

89

SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I. Rozpis vzorkl



PRILOHA P I: ROZPIS VZORKU

aplikovana latka

aplikace 20 ul

Solaveil CZ-100 Spectraveil FIN

mg prim. mg  prdm.
34,5 34,36667 27,5 27,56667
34,5 28,2
34,1 27,0

Receptorova tekutina (vodny roztok 0.90 NaCl,1% bovinni albumin, 0.05% gentamycin)

1 1cap 5ml 1 kontrola bez aplikace
2 1 surface 4 mi
3 1stripl-2 4 ml
4 1s3-4 4 mi
5 1s5-6 4 ml
6 1s7-8 4 mi
7 1s9-10 4 mi
8 1s11-12 4 ml
9 1s13-14 4 ml
10 1s15-16 4 ml
11 1 epiderm 4 ml
12 1dermis 10 ml
13 1 rec.fluid 4 ml
14 2 cap 5ml 2 kontrola bez aplikace
15 2 surface 4 ml
16 2sl1-2 4 ml
17 2s3-4 4 ml
18 2 s5-6 4 ml
19 2s7-8 4 ml
20 2 s9-10 4 ml
21 2s11-12 4 ml
22 2s13-14 4 ml
23 2s15-16 4 ml
24 2 epiderm 4 ml
25 2 dermis 10 ml
26 2 rec.fluid 4 ml
2/ 3 cap 5ml 3 Solaveil
28 3 surface 4 ml
29 3s1-2 4 mi
30 3s3-4 4 ml
31 3 s5-6 4 ml
32 3s7-8 4 ml
33 3s9-10 4 ml
34 3s11-12 4 ml
35 3s13-14 4 ml
36 3s15-16 4 ml
37 3 epiderm 4 ml
38 3 dermis 10 ml

4 ml



39 3 rec.fluid

40 4 cap 5ml 4 Solaveil
41 4 surface 4 ml
42 4s1-2 4 ml
43 4 s3-4 4 ml
44 4 s5-6 4 ml
45 4 s7-8 4 ml
46 4s9-10 4 ml
47 4s11-12 4 ml
48 4s13-14 4 ml
49 4s15-16 4 ml
50 4 epiderm 4 ml
51 4 dermis 10 ml
52 4 rec.fluid 4 ml
53 5 cap 5ml 5 Spectraveil
54 5surface 4 ml
55 5s1-2 4 ml
56 5s3-4 4 ml
57 5 s5-6 4 ml
58 5s7-8 4 ml
59 5s9-10 4 ml
60 5s511-12 4 ml
61 5s513-14 4 ml
62 5s15-16 4 ml
63 5 epiderm 4 ml
64 5dermis 10 ml
65 5rec.Fluid 4 ml
66 6 cap 5ml 6 Spectraveil
67 6 surface 4 ml
68 6 s1-2 4 ml
69 6 s3-4 4 ml
70 6 s5-6 4 ml
71 6 s7-8 4 ml
72 6 s9-10 4 ml
73 6s11-12 4 ml
74 6s13-14 4 ml
75 6s15-16 4 ml
76 6 epiderm 4 ml
77 6 dermis 10 ml
78 6 rec.fluid 4 mi




aplikovana latka Solaveil CZ-100 Spectraveil FIN

aplikace 20 ul mg prim. mg pram.
34,7 35,18333 30,6 30,9
36,25 31,2
34,6 30,9

Receptorova tekutina (vodny roztok 0.90 NaCl, 1% bovinni albumin, 0.05% gentamycin)

79 1cap 5 mil 1 Solaveil
80 1 surface 4 ml
81 1 stripl-2 4 ml
82 1s3-4 4 ml
83 1s5-6 4 ml
84 1s7-8 4 ml
85 1s9-10 4 ml
86 1s11-12 4 ml
87 1s13-14 4 ml
88 1s15-16 4 ml
1 epider-

89 mis 4 mi
90 1dermis 10 ml

91 1 rec.fluid 4 ml

92 2 cap 5ml 2 Solavell
93 2 surface 4 ml
94 2s1-2 4 mi
95 2s3-4 4 ml
96 2 s5-6 4 ml
97 2 s7-8 4 mi
98 2 s9-10 4 ml
99 2s11-12 4 ml
100 2s13-14 4 ml
101 2s15-16 4 ml
2 epider-

102 mis 4 mi
103 2 dermis 10 ml

104 2 rec.fluid 4 ml

105 3 cap 5mi 3 Spectraveil
106 3 surface 4 ml
107 3s1-2 4 ml
108 3s3-4 4 ml
109 3s5-6 4 ml
110 3s7-8 4 ml
111 3s9-10 4 ml
112 3s11-12 4 ml
113 3s513-14 4 ml
114 3s515-16 4 ml



3 epider-

115 mis 4 ml
116 3 dermis 10 ml
117 3 rec.fluid 4 ml
118 4 cap 5ml
119 4 surface 4 ml
120 4s1-2 4 ml
121 4 s3-4 4 ml
122 4 s5-6 4 ml
123 4 s7-8 4 ml
124 4 s9-10 4 ml
125 4s11-12 4 ml
126 4s13-14 4 ml
127 4s15-16 4 ml
4 epider-
128 mis 4 mi
129 4 dermis 10 ml
130 4 rec.fluid 4 ml

4 Spectraveil



