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Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na stanoveni koncentrace a velikosti nanoc¢astic oxidu
titani¢itého (TiOz) v péti komeréné dostupnych opalovacich krémech raznych znacek (Uriage,
Nivea, Ladival, Sebamed a Garnier). Pro extrakci TiO> z krémovych matric byly pouzity tfi
rizné metody prevzaté z literarni resSerSe, které vyuzily rliznd extrakéni Cinidla (methanol,
methanol/hexan, Triton-X100). Extrahované obsahy TiO2 byly porovnany s mikrovinnym
rozkladem vzorkl. Vysledky ukazaly, Ze metody extrakce poskytly vyrazné¢ odlisné
koncentrace TiO, pficemz nejlepsi G€innost vykazala metoda methanol/hexan. U velikosti
Castic bylo zjisténo, Ze mediany velikosti pfevySuji hranici 100 nm, coZz znamena, Ze Castice
nelze povazovat za nanocastice podle formdalni definice. Pfesto je pravdépodobné, ze
nanocastice jsou pfitomny ve formé¢ agregatt. Vysledky také potvrzuji, ze koncentrace TiO2 ve
vSech vzorcich neporusuji legislativni limity stanovené pro kosmetické ptipravky. Tato prace
pfinasi efektivni metodiku vyuziti rezimu splCP-MS v kombinaci s optimalizovanymi
extrakénimi technikami pro analyzu nanocastic v komplexnich kosmetickych produktech a

podava dikazy o bezpecnosti uvedenych vzorkl v souladu s platnou legislativou.
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Abstract

This bachelor thesis is focused on determining the concentration and size of titanium dioxide
(TiO2) nanoparticles in five commercially available sunscreens of different brands (Uriage,
Nivea, Ladival, Sebamed and Garnier). Three different methods taken from a literature search
were used to extract TiO2 from the cream matrices using different extraction reagents
(methanol, methanol/hexane, Triton-X100). The extracted TiO2 contents were compared with
microwave digestion of the samples. The results showed that the extraction methods gave
significantly different TiO2 concentrations, with the methanol/hexane method showing the best
efficiency. For the particle sizes, the median sizes were found to exceed the 100 nm limit,
indicating that the particles cannot be considered nanoparticles according to the formal
definition. Nevertheless, it is likely that the nanoparticles are present in the form of aggregates.
The results also confirm that the concentrations of TiO2 in all samples do not violate the
legislative limits set for cosmetic products. This work presents an efficient methodology for the
use of the spICP-MS mode combined with optimised extraction techniques for the analysis of
nanoparticles in complex cosmetic products and provides evidence for the safety of these

samples in accordance with current legislation.
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Seznam zKkratek

BEC
DL

EU
HPLC
IARC
ICP-MS
ISO
PNC
PTA

spICP-MS

SPF
Uuv

koncentrace ekvivalentni pozadi (angl. ,,backround equivalent concentration®)
detek¢ni limit

Evropska unie

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Mezinarodni organizace pro normalizaci

koncentrace poctu ¢astic (angl. ,,particle number concentration®)

analyza sledovani ¢astic (angl. ,,particle tracking analysis*)

koeficient korelace

analyza jednotlivych castic hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem

ochranny slune¢ni faktor

ultrafialové zafeni
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Prilohy prace



1. Cil prace

Cilem prace je stanoveni obsahu a velikosti ¢astic oxidu titani¢itého pouzivaného

v opalovacich krémech jako fyzikalni bariéra UV zéfeni.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Nanocastice
Podle Mezinarodni organizace pro normalizaci (ISO) jsou nanoc¢astice objekty, které

maji alespon jeden vngj$i rozmér v rozmezi 1 az 100 nanometrd, kde se délky nejdelsi
anejkratSi osy nanoobjektu vyrazné neliSi. [1] Podle doporuceni Evropské komise
z 18. fijna 2011 se za nanomaterial povazuje ptfirodni, vedlejsi produkt reakce nebo uméle
vyrobeny material, ktery obsahuje ¢astice v nesloucené form¢ nebo ve formé agregatt ¢i
aglomerati za podminky, ze alespoil jeden rozmér musi byt mensi nez 100 nm [2].

Tyto Castice jsou jedinecné svymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi, které
vyplyvaji z jejich malé velikosti a velkého specifického povrchu. Jejich optické vlastnosti
zavisi na rozmérech, coz ovliviiuje absorpci ve viditelném spektru a proptijéuje jim rtizné
barvy. Reaktivita, odolnost a dalsi charakteristiky nanoc¢astic uzce souviseji s velikosti,
tvarem a strukturou. Diky vysoké povrchové energii, kterd je Cini reaktivnéj$imi
v porovndni s objemnéj$imi materidly stejného sloZeni, je tfeba zvazit stabilitu suspenzi
nanocastic pii skladovani, manipulaci, uchovavani a jejich ptipraveé [3, 4].

Nanoc¢astice mohou mit rtizné tvary, naptiklad kulovité, valcovité, kuzelovité,
trubicovité nebo nepravidelné. Z hlediska struktury mohou byt krystalické, a to bud’
monokrystalické nebo multikrystalické, nebo také mohou byt amorfni. Vyskytuji se jako
voln¢ ¢astice nebo ve form¢e aglomerath [5].

Nanocastice mohou byt homogenni, nebo mohou mit vicevrstvou strukturu. V ptipadé
vicevrstvé struktury se obvykle skladaji z né€kolika vrstev: povrchova vrstva, ktera obvykle
obsahuje malé molekuly, kovové ionty, povrchové aktivni latky nebo polymery, obalova
vrstva, jez je tvofena materidlem chemicky odliSnym od zékladni vrstvy, a jadrova vrstva,
ktera tvofi centralni ¢ast nanocastice.

Na zaklad¢ slozeni se nanoc¢éstice obecné deli na organické, uhlikové a anorganické
[6]. Anorganické nanocastice neobsahujici uhlik jsou biokompatibilni s Zivymi systémy
a zaroven jsou oproti organickym nanocasticim stabilnéjsi. Anorganické nanocastice se déli
na nanocastice chemickych prvkii (Au, Ag, Pt, Fe) a na nanocastice jejich sloucenin (SiO2,
TiO», ZnO) [7]
pouziva elektronova mikroskopie, a to jak transmisni, tak i1 skenovaci. Déle se pouZzivaji

metody jako dynamicky rozptyl svétla, analyza sledovani ¢astic (particle trancking analysis,
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PTA), odstiedivd sedimentace Castic, frakcionace priitokem v poli a také hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). ICP-MS je metoda pouZitelna pro
méfeni nanocastic, kterd poskytuje informace o jejich pocetni koncentraci a distribuci

rozmérd na urovni hmotnostni koncentrace v fadu detekovaného kovového prvku v ng/l1 [4].

2.1.1. Nanodéastice TiO:

Oxid titani€ity je anorganicka sloucenina s chemickym vzorcem TiO». Jedna se o
jemny bily prasek, ktery se bézn¢ vyskytuje v pade, pisku, rudach a praSnych polich.
V ptirodé se TiO; vyskytuje ve tiech polymorfnich formach: anatas, rutil a brookit
(viz Obrazek 1). Anatas a rutil se pouzivaji jako pigmenty, protoze maji vysoky index

lomu, coz jim umoznuje efektivné odrazet a rozptylovat viditelné svétlo.

a) rutil b) brookit

c)

Obrazek 1 Krystalické struktury oxidu titani¢itého (upraveno) [8]

TiO7 se vyuziva jako bily pigment v barvéch, tiskatskych inkoustech, plastech, papiru,
syntetickych vldknech, pryzi, kondenzétorech, pastelkach, keramice, elektronickych
soucastkach, ale i v potravinach (pod oznacenim E171) a kosmetice. Dale se TiO, pouziva
v antimikrobidlnich aplikacich, katalyzatorech pro ¢iSténi vzduchu a vody, lékatskych

technologiich a systémech pro ukladani energie.
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V Evropské unii je pouZiti oxidu titani¢itého v potravinach zak4dzano od srpna 2022
kvili jeho mozné toxicite, v jinych zemich mimo EU se pouziva. V EU ziistava bézné
vyuzivan v prumyslu vcetn¢ kosmetického. Ve srovnani s jinymi anorganickymi pigmenty
TiOz vyniké vysokou chemickou stabilitou, optickymi vlastnostmi a nizkou cenou.

Velikost a tvar ¢astic TiO2 je v mnoha aplikacich rozhodujici. Existuji dvé hlavni
velikosti, ve kterych se TiO, vyrabi: mikrometrova velikost (250-400 nm) a nanometrova
velikost (<250 nm). Velikost a rozdéleni velikosti ¢astic 1ze urcit pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu, dynamického rozptylu svétla nebo laserové difrakéni
spektrometrie.

Oxid titani¢ity ve form¢ nanoc¢astic nachazi Siroké uplatnéni diky svym jedine¢nym
fyzikalné-chemickym vlastnostem. Vyuziva se v riznych primyslovych odvétvich, véetné
papirenského, plastikafského a gumarenského primyslu. Své misto ma také ve fotovoltaice,
napiiklad v Gritzelovych ¢lancich, a v kosmetice, kde se pfidava do opalovacich krému
jako ochrana proti UV zafeni a jako pigment. Pigmentovy TiO2, jehoz optimalni velikost je
ptiblizn¢ 250 nm, ptedstavuje 98 % veskeré vyroby. Materialy TiO, nanometrové velikosti,
které tvotfi méné nez 2 % celkové spotieby, jsou obvykle u¢innéjsi jako fotokatalyzatory
nebo filtry UV zéfeni. Dale se pouziva jako potravinarska ptisada mimo EU, ve stavebnictvi
pro vyrobu natért, ve zdravotnictvi, kdy snizuji toxicitu barviv ve farmaceutickych 1é¢ivech

a pro detekci plynt [9-13].

2.1.1.1.  Toxicita
Toxicita nanocastic TiO2 je ovlivnéna krystalickou strukturou, povrchovymi

vlastnostmi a velikosti. Tyto faktory urcuji miru agregace, povrchovy ndboj a sedimentaci
¢astic, coz muze vést k zavaznym biologickym G¢inklim a potencialné fatalnim dopadiim
na zivé organismy. Misto akumulace nanocastic zavisi na zptisobu vstupu do téla a na jejich
velikosti. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zatadila TiO: jako
karcinogen skupiny 2B, tedy jako pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka.

Do lidského téla se nejCastéji dostavaji konzumaci potravin, inhalaci nebo skrz kiizi.
Pti vdechnuti se usazuji na plicnich sklipkach, kde reaguji s plynnym kyslikem za vzniku
volnych radikalii. Tyto vysoce reaktivni molekuly iniciuji fetézové reakce, které nejen
poskozuji plicni sklipky, ale vedou i k rakoviné plic. Pfi kontaktu s kiizi mira absorpce

zavisi na velikosti ¢astic a dob¢ expozice. Napftiklad u ¢astice TiO; o velikosti 4 nm dochdzi
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k pronikani az do bazélnich bun¢k epidermu, zatimco pii dlouhodobé expozici nanocastic
o velikosti 10-60 nm doclo k projeviim systémové absorpce

Nanocastice TiO» mohou narusovat bunéény cyklus a spoustét apoptozu. Také
poskozuji DNA tim, Ze pterusi vldkna DNA, coz je disledkem velmi malé velikosti ¢astic,
ktera jim usnadiiuje vstup piimo do bunééného jadra. Dal§im mechanismem je jejich reakce
s kyslikem za vzniku kyslikovych radikali, které zplisobuji oxidativni stres. Nanocastice
rovnéZ interaguji s epitelem stfev a zplsobuji nadmérné vstiebavani zivin, coz vede ke
gastrickym porucham [2, 14, 15].

2.1.1.2. Dopad na Zivotni prostiedi

Nanocastice TiO; pouzivané v potravinach, spotfebnim zbozi a primyslu se dostavaji
do odpadnich vod, kter¢ nasledné vstupuji do Cistiren odpadnich vod. Ac¢koli Cistirny dokazi
odstranit vétSinu nanocastic TiOz, v preciSténych odpadnich vodach byly stdle nalezeny
castice o velikosti 4 az 30 nm. Tyto nanocdastice se uvoliiuji v povrchovych vodach, kde
mohou interagovat s zivymi organismy. Navic nanocastice TiO> navdzané na bakterie se
mohou dostat do pady, pokud je biomasa z Cistiren pouzita jako hnojivo.

Rovnéz se kumuluji v suchozemskych i vodnich organismech a pienéseji se smérem
nahoru potravnim fetézcem cestou primarni a sekunddrni konzumace. Jejich pfitomnost
v zivotnim prostfedi ovliviiuje fytoplankton a pobiezni ekosystémy, které jsou kliCové
pro rybolov a rekreacni aktivity.

Rasy se pouzivaji jako biologicky indikator ve vodnich ekosystémech ke studiu
biologické toxicity zneciStujicich latek. Nanocastice TiOz inhibuji fasy tim, Ze zplsobuji
deformaci membranové struktury v disledku zvysSené peroxidace lipid. Forma nanocastice
TiO; znama jako anatas vykazuje vétSi bunéfnou toxicitu nez rutil, coz je spojeno
s produkci vétsitho mnozstvi intraceluldrnich reaktivnich forem kysliku. Interakce anatasu
s extracelularnimi polymernimi latkami fas vede k vyssich toxicité nez u rutilu. Pfitomnost
nanocastic inhibuje rychlost ristu sladkovodnich tas, napt. Scenedesmus quadricauda.
Kombinace anatasu a rutilu navic vykazuje vet$i toxicitu a antagonisticky uc¢inek

na sladkovodni fasu Chlorella [16,17].

2.2. Opalovaci krémy
Opalovaci krém je komeréni vyrobek prodavany spotiebitelim na ochranu lidské

pokozky pied ultrafialovym zafenim, které zpiisobuje starnuti, spaleni a piipadné¢ rakovinu

ktze. UV zafeni se déli podle vinové délky na UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm)
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aUVC (100-290 nm). UVC zafeni je odfiltrovano z atmosféry, protoze stratosféricky
molekularni kyslik pohlcuje vinové délky mensi nez 242 nm za vzniku ozonu.
Stratosféricky ozon dokaze Castecné absorbovat UVB zéieni, ale vétsina zbyvajicich UVB
spole¢n¢ s UVA paprsky se dostanou do nasi klize a zplsobi biologické a metabolické
reakce. Kratkodobé reakce slune¢niho zateni, 1ze z velké ¢asti ptipsat UVB zéfeni, zahrnuji
syntézu cholekalciferolu (vitaminu D) a pfi vySSich davkach je moznost zarudnuti kize.
Mezi dlouhodobé ucinky patii degenerativni zmény kiize, naptiklad aktinické keratozy
a rakovina ktze.

Utinnost opalovacich krémii se méfi jejich schopnosti chranit pokozku pred UV
zatenim. Schopnost chranit pokozku pred slune¢nim zéfenim se vyjadiuje pomoci faktoru
nazyvaného ochranny slunec¢ni faktor (SPF). SPF se méti dvéma zpisoby v laboratofi, tj.
v simulovaném prostoru s zivym organismem anebo metodou aplikace pfimo na kizi. Ve
standardni metod¢ je SPF faktor definovan jako pomér mezi energii potfebnou k vyvolani
nejmensi odezvy na lidské klizi s pouzitim a bez pouziti opalovacich ptipravkii pomoci UV
zéfeni z ume¢lého zdroje.

Opalovaci krémy obsahuji jeden nebo vice UV filtrd, které mohou byt mineralni,
organické nebo jejich kombinace. Mimo to obsahuji dalsi latky, jako jsou zmékcovadla,
konzervaéni latky nebo stabilizatory, emulsifikatory, vonné latky a barviva. UV filtry jsou
specifické slou¢eniny, které brani priichodu ultrafialového zateni.

Rozdé@luji se na dvé skupiny podle zpiisobu interakce s UV zafenim nebo podle
sloZzeni, kdy podle interakce se déli na chemické a fyzikalni a podle slozeni na organické
a anorganické. Chemické UV filtry pohlcuji UV zéfeni a pfeméiuji ho na tepelnou energii,
mezi né patii organické latky s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Naopak fyzikalni UV
filtry UV zareni odrazi, fadi se sem piedevsim oxidy kova. UV filtry se nevyskytuji pouze
ve spotiebni kosmetice jako je make-up, laky na nehty, Sampony atd., ale také se pouzivaji
v primyslu k ochrané proti fotodegradaci, naptiklad v plastech, barvach a tmelech.

UV filtry se déli podle chemického sloZeni na anorganické (mineralni) a organické.
Mineraly jako oxid zine¢naty (ZnO) a oxid titanicity (TiO2) se pouzivaji jako anorganické
fyzikélni blokatory UV zafeni. Opalovaci krémy obsahujici anorganické UV filtry maji
n¢kolik vyhod oproti organickym, jako jsou nepfitomnost podrazdéni a senzibilizace

pokozky, inertnost slozek, omezené pronikani do klze a ochrana v Sir§Sim spektralnim
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intervalu nez u organickych filtri. Mezi organické UV filtry patfi naptiklad oktokrylen,
oktinoxat, avobenzon a ensulizol.

Podle natizeni Evropské unie je oxid titani¢ity schvalen jako UV filtr v opalovacich
krémech s nejvys§i moznou koncentraci 25 % v pfipravku. TiO> se nema pouZzivat
v aplikacich, jez mohou vést k expozici plic konecného uzivatele. Déle jsou povoleny pouze
nanomateridly, které jsou ve form¢ rutilu, nebo smési rutilu s maximaln¢ 5 % anatasu,
stfedni velikost nanoc¢astic podle velikostniho rozdéleni > 30 nm a nanocastice, které jsou
fotostabilni. Tato regulace je stanovena v piiloze VI natizeni (ES) ¢. 1223/2009 o
kosmetickych ptipravcich, ve znéni natizeni (EU) 2024/996 ze dne 4.dubna 2024.

Pouziti nanocasticového TiO; piindsi vyhody a nevyhody, mezi vyhody lze zatadit
vétsi transparentnost opalovaciho krému na kazi, kdy opalovaci krémy nezanechavaji na
pokozce bily film. Dalsi vyhodou malych ¢astic je vétsi schopnost rozptylovat UV zéfeni,
kdy zvétSovanim ¢astic ubyva schopnost chranit pokozku pted zafenim. Mezi nevyhody se
fadi jejich vetsi pomér povrchu a objemu, ¢imz se nanocastice stavaji vice (bio)reaktivni,

coz vyvolava obavy z jejich potencionalni toxicity. [12, 18-21].

2.3. ICP-MS
Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je jedna

z instrumentélnich technik pro prvkovou analyzu, kterd umoziuje stanovit ultrastopové
mnozstvi kovil a metaloidii v Siroké Skale vzorki. ICP-MS nabizi mnoho vyhod, jako je
vysoka citlivost, Siroky linearni dynamicky rozsah a moznost sou¢asného méteni vice prvki
a také méfeni izotopickych pomért. Provoz pti vysoké teploté plazmového zdroje kolem
7000 K umozituje snadné rozbiti vSech chemickych vazeb piitomnych v organickych
a anorganickych slou€eninach, coz zajistuje €innou atomizaci. ICP-MS ma i nevyhody,
mezi né patii vyskyt spektralnich (polyatomickych a izobarickych interferenci)
a nespektralnich interferenci.

Polyatomické interference pochazi zplazmového plynu, matrice vzorku,
atmosférického plynu nebo roztoku rozpoustédla a znamenaji vznik polyatomickych
adduktd, které se shoduji v poméru hmotnosti a naboje s analytem. K potlaceni
izobarickych interferenci se pouzivaji podminky studeného plazmatu, matematické
korekéni rovnice a zdokonaleni hmotnostnich analyzatort, jako je ICP-MS se sektorovym
polem (SF-ICP-MS) a pouziti technologie kolizné-reakénich cel. Cely DRC jsou plnény

koliznim plynem o nizkém tlaku a spektralni interference se odstranuji bud’ selektivni reakci
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analytu a/nebo interferujiciho iontu s reaktivnim plynem, nebo sraZzkami iontl
s nereaktivnim plynem v kombinaci s diskriminaci kinetické energie.

Metoda ICP-MS se rutinné vyuziva napfi¢ celym spektrem prvkové analyzy, pocinaje
rozbory vod, pfes metalurgii, geologii, v riznych odvétvich primyslu, napiiklad
v potravinaiském, chemickém a jaderném primyslu, pro analyzu vzorki Zivotniho prostiedi
a v mediciné. Krom¢ stanoveni celkového obsahu kovil se tato metoda vyuziva také jako
citlivy a selektivni detektor pfi speciacni analyze, kde je hmotnostni spektrometr ICP-MS
on-line propojen s kapalinovou chromatografii. Ve spojeni s laserovou ablaci pak miize

ICP-MS slouzit i k vysoce citlivé analyze povrchii [22,23].

2.4. Princip metody

ICP-MS je analytickd technika, kterd kombinuje indukéné vazané plazma jako zdroj
kladn€ nabitych iontd a hmotnostni spektrometrii pro separaci a detekci iontd. Kli¢ové
komponenty pfistroje zahrnuji plazmovy hotak, mlznou komoru a hmotnostni spektrometr,
jenz se sklada z iontové optiky, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Pro zajisténi spravné
funkce je cely systém udrzovan ve vakuu pomoci vykonnych cerpadel, coz umoziuje
efektivni pfenos iontll z plazmatu do analyzatoru a minimalizuje rusivé vlivy Castic ve
vzduchu [24].

Princip metody ICP-MS spociva v atomizaci a ionizaci prvkl obsazenych ve vzorku
pomoci argonového plazmatu. Vzorek je kontinualné ptfivadén ve formé aerosolu, pfi¢emz
vznika stabilni proud iontd M" jednotlivych nuklidt. Tyto ionty vstupuji do hmotnostniho
spektrometru, kde jsou separovany nebo postupné propoustény podle hodnoty poméru
hmotnosti a ndboje (m/z) a nasledné detekovany. Intenzita signdlu iontu ptislusného nuklidu
je pfimo umérna koncentraci dané¢ho prvku ve vzorku.

Béhem konvencni analyzy vzorkd rozpusténych v kapalném médiu je signal
konkrétniho iontu méfen opakované, obvykle v desitkach cykli. Doba méfeni jednotlivého
nuklidu (dwell time) se pohybuje v rozmezi desitek az stovek milisekund, pfi¢emz celkova
integrani doba na jeden nuklid je typicky nékolik sekund. Takové frekvence méfeni
umoziuje ziskat primérné hodnoty intenzit signalt analyzovanych prvki a referencnich
nuklidd, které slouzi k opravdm nespektralnich interferenci pii kvantifikaci. Stabilita
signalu je zajiSténa homogenitou rozpraSovaného vzorku, coz vede k rovnomérné tvorbé
aerosolu. Vysledkem je konzistentni produkce iontll v plazmatu, které jsou nasledné

analyzovany a detekovany [25].
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2.4.1. Princip metody spICP-MS

Technika analyzy jednotlivych ¢astic hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (spICP-MS) se zacala rozvijet na pocatku 21. stoleti, kdy byla poprvé vyuzita
pro charakterizaci koloidnich systémil. Metoda spICP-MS vyuzivd vyhod zavedené
prvkové techniky ICP-MS, ale méfeni provadi po jednotlivych Easticich. Tato metoda
umoznuje ziskat informace o poctu nanocastic urcitého prvku a o hmotnostni a velikostni
distribuci. Nanomaterialy na bazi uhliku jsou vylouceny, protoze maji ptili§ nizkou citlivost
v ICP-MS. Pro spravnou analyzu musi byt vzorek ve formée dostate¢né zfedéné disperze, ve
které jsou sledované nanocastice rovnomeérné rozptyleny ve vodném prostiedi.

Na rozdil od konvenéni analyzy roztokli se v spICP-MS vyuziva extrémné rychlé
snimani intenzity signalu s métici dobou v fadu milisekund nebo 1 kratsi. Pro zajisténi
pfesnosti méteni se obvykle voli méfici perioda kolem 0,1 ms. Analyza se zpravidla
zaméfuje na jediny nuklid prvku odpovidajici materidlu zkoumanych ¢astic. Celkova doba
meétfeni se pohybuje v rozmezi nékolika minut, coz umoziuje ziskat ¢asovy zdznam
intenzity signalu s vysokym ¢asovym rozliSenim. Pokud je disperze nanocastic dostatecné
ziedénda, v Casovém zdznamu se objevuji Casti s nulovou nebo témét nulovou intenzitou
signalu, mezi nimiz lze identifikovat piky odpovidajici jednotlivym nanocasticim.

Jednotlivé nanocastice generuji diskrétni pulzy iontli s odpovidajicim pomérem
hmotnosti a naboje (m/z) s dobou trvani v fddu nékolika set mikrosekund a odezvou nad
kontinualnim pozadim. Po kalibraci systému je odezva umérnd hmotnosti nanocastic.
Velikost nanocastic lze vypocitat zjejich hmotnosti, pokud se predpokladd hustota
specificka pro dany prvek a kulovéa geometrie ¢éstic. Frekvenci detekovanych signalovych
pulzti Ize vztahnout ke koncentraci poctu ¢astic (PNC) v suspenzi. Celkové spICP-MS
umoziiuje béhem nékolika minut méfeni ziskat primérnou velikost, distribuci velikosti
a PNC ve vzorku.

I kdyz je metoda spICP-MS relativné nova vznikajici metodika, jeji soucasné aplikace
zahrnuji rizné oblasti: detekci a kvantifikaci nanocastic v koncentracich relevantnich pro
zivotni prostiedi, stanoveni velikosti a distribuce velikosti nanomaterilti, studium stability

nanocastic, migraci a rozpousténi nanocastic v matricich [4, 25, 26].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Seznam pouzitych chemikalii

Kyselina dusiéna Analpure 68% (Analytika, CR)

Dvakrét deionizovand voda o mérném odporu 18,2 MQcm vyrobend zatizenim
MilliporePLUS (Millipore, USA)

Smésny kalibrac¢ni standard AMN 010 (Al, As, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Sr, Ti, Te, V, Zn; 100 mg/l Analytika, CR)
Kalibraéni standard pro Au (1000 mg/l, Analytika CR)

Standard nanocastic zlata, 60 nm (nanoComposix, Inc, USA)

Argon &istoty 99,9990 % (SIAD, CR)

Helium ¢&istoty 99,99990 % (SIAD, CR)

Kyselina chlorovodikovéa 37% (Analytika, CR)

Kyselina fluorovodikova 48% (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina borita (Lach-Ner, CR)

Methanol (VWR, USA)

n-Hexan 99% p.a. (Penta, CR)

Oxid titanicity, anatas, 99,8% (Sigma-Aldrich, USA)

Oxid titaniCity, nano ~21 nm, trace metel basis (Sigma-Aldrich, USA)

Triton X-100 (Millipore, USA)

3.2. Instrumentace

ICP-MS Agilent 7900 (Agilent, USA) s kvadrup6lovym analyzatorem
Mikrovinny rozkladny systém Speedwave XPERT (Berghof, Némecko)
Ultrazvukova lazeni Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)

Analytické vahy Sartorius RC210D (Sartorius, Némecko)

3.3. Priprava roztoki

3.3.1. Mikrovinny rozklad vzorki

Vzorky opalovaciho krému byly navazeny na analytickych vahéach v duplikatech

do teflonovych misticek. Pozadovand hmotnost pro analyzu byla méné nez 0,2000 g.

Rozklad probihal v sad¢ péti vzorka v duplikatech se dvéma blanky. Po navazeni byly

vzorky pteneseny do rozkladnych teflonovych patron pomoci pinzety a nasledné byly

ke vzorkim ptidany 4 ml 65% HNOs, 3 ml 37% HCIl a 1 ml 40% HF. Jako blanky
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slouzila pouze smés kyselin. Nasledné¢ byl zapnut program pro totalni rozklad
opalovacich krému.

Po probéhnuti programu byly patrony vyjmuty zpfistroje a otevieny.
Po vychladnuti a vytékdni par oxidi bylo kroztokiim v patronach ptidano 8 ml
nasycen¢ho roztoku H3;BOs;, aby doSlo kneutralizaci ptebytecné kyseliny
fluorovodikové. Pro neutralizaci byla pouzita metoda ,,Complexation with Boric Acid*.
Po ukonceni neutralizace byl obsah zpatron kvantitativné pteveden do 50ml

centrifugan¢nich zkumavek a doplnén po rysku dvakrat deionizovanou vodou.

3.3.2. Extrakce dle Kana et al
Vzorky opalovacich krémt byly navazeny na analytickych vahach v duplikatech

do 15ml centrifugacnich zkumavek. Pro extrakci byla potfeba navazka o hmotnosti
0,05 g. K navazkam bylo ptidano 5 ml 0,1% methanolu a nechano sonikovat 25 minut.
Po sonikaci byly pfipravené roztoky jesté¢ 100x ziedény dvakrat deionizovanou vodou.
Jako blank byl pouzit roztok 0,1% methanolu. Tento extrakéni postup vychazi z prace

Kana et al [28].

3.3.3. Extrakce dle Contado et al

Pro extrakci byl vyuzit upraveny postup dle Contado et al [29]. Bylo navaZeno
0,05 g opalovacich kréma v duplikitech do 50ml centrifuganich zkumavek.
K navazenym opalovacim krémim bylo pfiddno 20 ml dvakrdt deionizované vody
anechano 25 minut sonifikovat. K sonifikovanym roztokiim bylo pfidano 20 ml
methanolu a nechdano 10 minut sonifikovat. Po sonifikaci bylo k roztokiim ptidano
10 ml hexanu a 1 minutu byly roztoky ru¢né protfepavany a nechany 1 hodinu ustalit,
aby doslo k rozdéleni fazi. Po ustaleni byla vodna faze odsata pomoci injekénti stiikacky
do 15ml centrifuga¢ni zkumavky. Odebrana vodna faze byla pro méfeni 50x ziedéna

dvakrat deionizovanou vodou. Jako blank byl pouzit roztok 1 % methanolu.

3.3.4. Extrakce dle Shi et al

Jako posledni extrakéni metoda, ze které¢ bylo vychazeno je metoda dle
Shi et al [30]. Pro extrakci bylo navazeno 0,05 g opalovacich krémt v duplikatech do
15ml centrifugacnich zkumavek, k navazkdm bylo pfiddno 5 ml 1% Tritonu X-100.

Roztok byl 25 minut sonikovan. Sonikované roztoky vzorkd byly 1000x zfedény
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dvakrat deionizovanou vodou na potiebnou koncentraci 0,001% Tritonu X-100;

0,001% Triton X-100 byl pouzit i jako blank.

3.4. Stanoveni celkové koncentrace TiO;

3.4.1. Méreni vzorkii pomoci ICP-MS

Me¢fteni bylo provadéno pomoci hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym
plazmatem, ktery byl fizen softwarem MassHunter. Tento program slouzil nejen
k ovladani ptistroje, ale také k naslednému zpracovani a vyhodnoceni nemétenych dat.
Pied kazdym méfenim byla provedena optimalizace pracovnich podminek pfistroje
prostiednictvim funkce ladéni, kterd je soucasti softwaru. Optimalizace probihala za
pouziti ladiciho roztoku obsahujiciho 1 mg/dm? Li, Y, Tl Co, Mg, Ce a jejim cilem bylo
nastaveni pfistroje na maximalni citlivost a optimalni rozliSeni. Po ladéni byl
automaticky vygenerovan protokol obsahujici ptehled findlniho nastaveni pfistroje
a dosazené hodnoty citlivosti a rozliSeni.

Nasledné byly proméfeny kalibracni roztoky o koncentracich 0, 20, 50, 100, 250
a 500 pg/l titanu, na jejichz zaklade¢ byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti, které popisuji
vztah mezi intenzitou signalu a koncentraci jednotlivych analytt. Tyto kalibracni kiivky
byly poté pouzity pro kvantitativni vyhodnoceni koncentraci sledovanych prvki
ve vzorcich.

Roztoky pfipravené mikrovinnym rozkladem byly pfed méfenim v ICP-MS
1000x ztedény 2% kyselinou dusi¢nou. Celkové koncentrace TiO: byla nejdiive méfena
v no gas modu a poté i v heliovém koliznim médu. Heliovy kolizni mdd byl pouzit

k redukei ptipadnych polyatomickych interferenci.

3.4.2. Prepocet vysledkii z méteni ICP-MS

K ptepoctu skutecné koncentrace TiO: vroztoku vzorku byl nejdiive
od naméfené koncentrace odecCtena hodnota rozkladného blanku, koncentrace
vynasobena fedénim, dale pfepoctena na hmotnost prvku rozpusténého v 50 ml vzorku.
Vypocteny obsah byl ve vzorku pfepocteny na hmotnost piipadajici na gram
opalovaciho krému. To bylo docileno vydélenim vypoctené hmotnosti navazkou
vzorku. Tato vypoctena hodnota vypovida o titanu jako kovu ne jako oxidu. Pro zjisténi

koncentrace oxidu byla hodnota vypovidajici o samotném Ti vynasobena pomérem
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relativni atomové hmotnosti titanu a relativni molekulové hmotnosti oxidu titani¢itého.

Vychazim z ptedpokladu, ze ve vzorku se nenachdzel Ti v jiné formé nez TiO».

3.5. Stanoveni koncentrace a velikosti nanocastic v opalovacich krémech

3.5.1. Optimalizace podminek
Pro optimalizaci podminek méfeni v nanocasticovém moédu ICP-MS byly

pfipraveny roztoky nanocastic oxidu titanicitého o deklarované velikosti 20 nm a dale
castice s odhadovanou velikosti 200 nm. Tato vétsi velikost byla urena na zékladé
analyzy obrazového zaznamu z transmisni elektronové mikroskopie (TEM), ktery je
uveden na Obrazku 2. Uvedeny mikroskopicky snimek pochéazi z diplomové prace

Bc. Natalie Remperové a slouzil jako podklad pro odhad rozmérii téchto Castic.

e ——
150 nm

Obrézek 2 TEM snimky: TiO, anatas o stfedni velikosti ¢astic pfiblizné 200 nm(A-C) a nanocastice TiO, o
velikosti priblizné 20 nm (D-F) [27]

Pro pfipravu roztokli urenych k optimalizaci méficich podminek
v nanocasticovém modu bylo navazeno 0,1700 g oxidu titanicitého o velikosti 20 nm
a 0,7479 g oxidu titanicitého o velikosti ¢astic 200 nm. Ob¢ navazky byly kvantitativné
preneseny do plastovych nadobek kalibrovanych na 100 ml a doplnény po rysku dvakrat
deionizovanou vodou. Takto piipravené suspenze mély koncentrace Céstic

1-10'¢ ¢astic/l pro 20 nm ¢astice a 1-10'* gastic/l pro 200 nm ¢astice. Pro méfeni
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v rezimu spICP-MS bylo nutné tyto koncentrace ziedit dvakrat deionizovanou vodou
na 1-10° &astic/l pro 20 nm &astice a na 2,5-10° &astic/l pro 200 nm &astice.

Déle byly pfipraveny roztoky iontovych standardd, blanku a referen¢niho
materidlu. Jako iontovy standard pro titan bylo pouzito 1 mg/l smésného standardu pro
titan v 5% kyselin¢ dusi¢né, jako iontovy standard pro referen¢ni material 1 mg/1 zlata
v 5% kyselin¢ chlorovodikové a jako referencni materidl byl pfipraven roztok

nanogastic zlata o velikosti 60 nm s koncentraci ¢astic 9,2-10° astic/1.

3.5.2. Linearni dynamicky rozsah spICP-MS

Pro nalezeni rozsahu linearni kalibracni zavislosti méteni koncentrace Castic byly
piipraveny roztoky TiO, o koncentracich ¢astic PNC: 7,5-10°, 1-107, 5-107, 1-10%,
1-10° a 1-10'° &astic/1, kdy pomoci spICP-MS se hledal linearni rozsah zavislosti odezvy
pfistroje ku pfipravené koncentraci. Pro ptipravu roztoki byla pouzita disperze
nanocastic TiO2 o velikosti pfiblizn€ 200 nm pfipravené v predeslém kroku. Jako
standardy a referen¢ni material byly pouzity stejné roztoky jako v predeslém kroku.
Jako vhodny rozsah koncentraci pro dalsi méfeni byl vybran rozsah:

5-107- 1-10° &astic/l.

3.5.3. Méreni koncentrace a velikosti nanoc¢astic

Pro méfeni koncentrace a velikosti nanoc¢astic v opalovacich krémech byl pouzit
heliovy mod s pratokem 1 ml/min helia. Nanocastice byly detekovany prostiednictvim
sledovani *¥Ti, protoZe je zastoupen ze 74 % a tudiZ poskytne v&tsi citlivost nez *'Ti se
zastoupenim 7 %. Pro kalibraci méfeni byly vyuzity roztoky iontovych standardii zlata
a titanu o koncentraci 1mg/l a referen¢ni material zlata o velikosti 60 nm a PNC
9,2-10° &astic/l.

Roztoky potiebné pro méteni byly piipraveny ve stejné matrici jako roztoky
pfipravené extrakci, aby doslo k eliminaci pfipadnych vlivii matrice. Tudiz pro méteni
roztokll extrahovanych v 0,1% methanolu byly roztoky iontovych standarda
a referen¢ni material pfipraveny v 0,1% methanolu. Pro méfeni vzorkl pfipravenych
reextrakci v hexanu byly roztoky pfipraveny v 1% methanolu a pro méteni vzorka
extrahovanych v Tritonu X-100 byly roztoky iontovych standardi a referen¢niho
matridlu pfipraveny ve dvakrat deionizované vod¢, diky mozné reakci iontovych forem

s Tritonem X-100.
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3.5.4. Prepocet vysledkii méreni v nanocasticovém modu

I v blanku bylo mozné identifikovat nizkou koncentraci ¢astic TiO2. mohlo se
jednat, jak o kontaminaci TiO2 tak i o pietrvavajici polyatomickou interferenci. Proto
byl v kazdé sérii experimentli méfen i blank odpovidajici slozenim extrakéniho ¢inidla
a ziskand PNC byla od vzorkd odecitana. Pro piepocet vysledkii obsahu TiO2
v opalovacich krémech byla od zméfené koncentrace ¢astic odectena hodnota blanku.
Nasledné byl vysledek vynéasoben fedénim pro jednotlivé zpisoby extrakce, kdy tato
hodnota byla vynasobena stfedni hmotnosti jedné ¢astice za predpokladu, Ze §lo o kulové
castice. Nakonec byl ziskany vysledek vyndsoben navazkou a vydélen objemem roztoku.

Tim byla ziskana ptiblizna koncentrace TiO2 pro porovnani s Gplnym rozkladem.

23



4. Vysledky a diskuse

Pro stanoveni oxidu titani¢it¢ého v opalovacich krémech bylo pouzito 5 komer¢né
dostupnych opalovacich krémii od znacek: Uriage, Nivea, Sebamed, Ladival a Garnier.
VSechny opalovaci krémy dle slozeni obsahovali TiO2 ve formé& nanocastic a jednalo se

o krémy s vysokym SPF (30-50). Vzorky byly méteny v duplikéatech.

4.1. Celkova koncentrace TiO: v opalovacich krémech

Vzorky opalovacich krémt byly rozlozeny pomoci mikrovinného zatizeni ve smési
mineralnich kyselin. Po dokon¢eni mineralizace byla ke vzorklim pfidana kyselina borita,
kterd slouzila k neutralizaci pfebyte¢né kyseliny fluorovodikové a soucasné zajistovala
komplexaci interferujicich iontl. Vysledkem byl roztok Ti™™ a Ti*V iontd, zbaveny
organickych slozek, které by mohly zplsobovat zanaSeni systému ICP-MS nebo
nepiesnosti pii méfeni. Z diivodu vysoké koncentrace iontl, kterd by rovnéz mohla
negativné ovlivnit stabilitu signalu a pfesnost analyzy, bylo nutné vzorky pied méfenim
vhodné¢ natedit.

Na zéklad¢ méfeni kalibracnich roztoku titanu byla sestavena kalibra¢ni zavislost
intenzity signalu izotopu #'Ti na jeho koncentraci, korigovana na odezvu interniho
standardu *Sc. Kalibra¢ni kiivky byly vytvofeny jak pro rezim ,,no gas®, tak pro heliovy
kolizni méd (viz Graf 1 a Graf 2). Pouziti korekce na interni standard zajistovalo eliminaci
pfipadnych vlivli nestability plazmatu nebo kolisani vstfikované¢ho objemu. Ob¢ kalibra¢ni
zavislosti vykazovaly linearitu v celém rozsahu métenych koncentraci, piicemz pii pouZiti
heliového modu byla dosazena niz$i hodnota tzv. background equivalent concentration

(BEC), coz ukazuje na efektivnéjsi potlaceni Sumu a interferenci v tomto rezimu.
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47 Ti [No Gas] ISTD :45 Sc [ No Gas ]
x10 1 | y=0.0190 * x +0.0021

R = 0.9986

DL =0.04018 ug/l

BEC =0.1126 ug/l

Ratio

198.773010

200.0 400.0 600.0
Conc(ug/l)

Graf 1 Kalibracni zavislost odezvy signalu na koncentraci *’Ti v ,no gas“ médu

47 Ti [He] ISTD :45 Sc [He]
x10 1| y=0.0252 *x + 0.0023
R = 0.9998

DL =0.01847 ug/l

BEC =0.09181 ug/l

Ratio

400.0 600.0
Conc(ug/l)

200.0

Graf 2 Kalibra¢ni zavislost odezvy signéalu na koncentraci *’Ti v heliovém médu

Vzorky byly nejprve méfeny v rezimu ,,no gas“ a nasledn¢ v heliovém koliznim
modu. VeétSina vzorkll vykazovala vyS$i hodnoty koncentraci v rezimu ,no gas®
(viz Tabulka 1 a Tabulka 2), coZ je dano vyssi citlivosti méfeni v tomto rezimu. Helium

v kolizni modu sice ucinné redukuje polyatomické interference, avSak dochazi tim ke
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snizeni absolutni odezvy a tedy i citlivosti. Rozdily byly v fadu jednotek mg/g vzorku a tedy
zanedbatelné a ptihlidnutim, ze vzorky nemusi byt dokonale homogenni. Vyjimku tvofil
vzorek opalovaciho krému znacky Sebamed, u kterého byla namétfena vyssi koncentrace v
heliovém modu. JelikoZ byl vzorek vyrazné mastnéjsi nez ostatni, to znamena, Ze obsahoval
vice olejii. Vliv tzv. uhlikové interference, tj: zvySeni citlivosti detekce analytu v dasledku
ionizace interakci s C" byl minimalizovan pouzitim interniho standardu v obou médech
a ani by nebyl, vzhledem k nizkému prvnimu ionizaénimu potencidlu Ti, o¢ekavan. Neni
zfejmé, pro¢ by vzorek mél vykazovat jinou uroven polyatomickych interferenci. Za

divéryhodnéjsi povazuji vysledky z He modu.

Tabulka 1 Namérené koncentrace Ti ve vzorcich v "no gas" a heliovém mddu

Ti (no gas) Ti (He mode)

Primérny Primérny

obsah ve Kombinovana obsah ve Kombinovana

vzorku smérodatna vzorku smérodatna

[mg/g] odchylka [mg/g] [mg/g] odchylka [mg/g]
Ladival 14,06 1,01 11,50 0,42
Sebamed 23,21 6,33 27,25 1,40
Nivea 18,61 0,93 15,68 0,67
Uriage 103,17 4,93 84,39 1,08
Garnier 11,95 0,74 8,70 0,68

Tabulka 2 Prepocitané hodnoty koncentraci TiOz v opalovacich krémech

TiO2 (no gas) TiO2 (He mode)

Pramérny Primérny

obsah ve Kombinovana obsah ve Kombinovana

vzorku smérodatna vzorku smérodatna

[ma/g] odchylka [mg/g]  [mg/g] odchylka [mg/g]
Ladival 23,47 1,68 19,19 0,69
Sebamed 38,73 10,56 45,49 2,34
Nivea 31,05 1,55 26,17 1,12
Uriage 172,18 8,24 140,85 1,81
Garnier 19,94 1,24 14,51 1,13

Z ptehledu vysledk vyplyvé, ze nejvyssi obsah oxidu titani¢it¢ho byl zjistén
u vzorku opalovaciho krému znacky Uriage, a to 172,18 mg/g v rezimu ,no gas“
a 140,85 mg/g v heliovém moddu. Tyto hodnoty predstavuji nejvyssi zjisténé koncentrace
v ramci analyzovanych vzorki, ani jedna z nich nepfesahuje maximalni povoleny limit
stanoveny natizenim (ES) €. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich, ve znéni natizeni (EU)
2024/996 ze dne 4. dubna 2024, které povoluje maximalni koncentraci oxidu titani¢itého

v opalovacich krémech ve vysi 25 % (tj. 250 mg/g). Vysledky tedy potvrzuji, Ze zadny
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z analyzovanych produkti neporusuje legislativni limity pro obsah TiO2 v kosmetickych

pfipravcich

4.2. Optimalizace podminek pro méfeni v nanocéasticovém médu

Me¢teni v nanoc¢asticovém modu bylo optimalizovano pomoci méteni standardu ¢astic
oxidu titani¢itého o znamé velikosti, kterd byla odhadnuta na 200 nm na zakladé obrazku
z transmisniho elektronového mikroskopu (viz. Obrazek 2). Nanocastice o velikosti 20 nm
nebyly detekovatelné s potfebnou mirou ptesnosti pomoci spICP-MS, a proto nebylo mozné
jejich pouziti. K optimalizaci pritoku helia byla vyuZita suspenze obsahujici 200 nm ¢astice
o koncentraci 2,5-10° &astic/l, pfiéemz byly testovany prutoky 0; 0,5; 1 a 2 ml/min.

Pii naristu pritoku helia bylo pozorovdno postupné snizovani detekované
koncentrace ¢astic a zaroven narust jejich namétené velikosti (viz Tabulka 3). Napiiklad pti
pratoku 0 ml/min byla detekovana nejvyssi koncentrace odpovidajici ocekdvané, ale
velikost ¢astic byla niz8i. Naopak pii pritoku 2 ml/min byla velikost ¢astic vyssi, zatimco
detekovana koncentrace klesla. Nejvhodnéjsim kompromisem mezi stabilitou koncentrace
a presnosti velikosti se ukazal byt pritok helia 1 ml/min, protoze lze predpokladat, Ze pti
niz§im pratoku helia jsou vysledky ovlivnény polyatomickou interferenci. Tento prutok byl

proto zvolen pro nasledna méteni.

Tabulka 3 Prehled zmény koncentrace ¢astic a jejich velikosti pfi nardstu prdtoku helia

. Koncentrace .
Prutok He — Velikost
castic
[mUmin] o s, [nm]
(-10")[Castice/l]

0,0 240 181
0,5 200 186
1,0 200 199
2,0 180 214

4.3. Stanoveni koncentrace a velikosti ¢astic TiO: v opalovacich krémech
v nanoc¢asticovém modu

Pro stanoveni koncentrace a velikosti byl nejprve urcen optimalni rozsah méfeni
koncentraci, kdy byly zméfeny koncentrace ¢astic o velikosti 200 nm pii hodnotach
1-107, 5-107, 1-10% a 1-10° astic/l. Na zakladé té&chto méfeni byl uréen vhodny rozsah
koncentraci a mez kvantifikace (LOQ). Naméfené koncentrace ¢astic se liSily od

o¢ekavanych koncentraci o 1,2x, jak je zndzornéno v Grafu 3. Mez kvantifikace byla
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stanovena na 7,5-10° ¢astic/l a za horni okraj linearity lze povazovat koncentraci

1,0-10° &astic/l.

Zavislost zmérené koncentrace na teoretické koncentraci

1,40E+09

y =1,2839x + 2E+07

1,20E+09
R?=0,9993

1,00E+09
8,00E+08

6,00E+08

Zmérena koncentrace

4,00E+08

2,00E+08

5>
0,00E+00 @
0,00E+00 2,00E+08 4,00E+08 6,00E+08 8,00E+08 1,00E+09 1,20E+09

Teoreticka koncentrace

IdedIni koncentrace ® Zmérené koncentrace

Graf 3 Porovnani zmérené koncentrace s idealni koncentraci

Pro stanoveni nanocastic v opalovacich krémech byly testovany tii rtizné
metody extrakce a nasledné¢ srovnany mezi sebou a sreferenéni metodou
mikrovinného rozkladu.

Prvni metodou byla extrakce pomoci 0,1% roztoku methanolu dle
Kana et al [28]. Touto metodou bylo mozné zpracovat vSechny vzorky s vyjimkou
vzorku zna¢ky Uriage, ktery ziistdval nerozpustny a s vodou nemisitelny. Tento
vysledek naznacuje, ze slozeni krému Uriage je vyrazné odlisné, pravdépodobné
hydrofobni. Druhd testovana metoda, pievzatd dle Contado et al [29], zahrnovala
extrakci ve vodé a 1% methanolu, naslednou reextrakci v hexanu. Tato metoda
umoznila uspésné zpracovani vSech vzorki véetné Uriage, coz poukazuje na jeji vyssi
univerzalnost a schopnost uvolnit TiO> i z komplikovanéjsich matric obsahujicich
s vodou nemisitelné slozky. Tteti metodou byla extrakce za pouziti 1% roztoku

neiontového tenzidu Triton X-100 dle Shi et al [30]. VSechny vysledky byly opét
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mozné zpracovat kromé Uriage. To potvrzuje, Ze i tato metoda ma omezenou G¢innost
u vysoce hydrofobnich latek.

Nameétené koncentrace Castic TiOz byly vyrazné odliSné v zdvislosti na pouzité
zaznamenany pii extrakcich pomoci 0,1% methanolu. Metoda Contado poskytla
o néco vyssi hodnoty, pficemz Triton X-100 vykazoval nejvyssi Gi€innost extrakce

u vétsiny vzorkd, a to pfedevsim u znacek Ladival, Garnier a Nivea.

Tabulka 4 Prehled zmérenych koncentraci ¢astic ziskanych rdznymi extrakénimi postupy

koncentrace ¢astic (-10 9)
[€astice/l]
Kana Contado Shi

Ladival 1,51 2,25 2,82
Sebamed 2,92 2,60 3,15
Garnier 5,07 4,55 5,80
Nivea 3,12 2,20 2,20
Uriage - 2,90 -

Referenéni metodou byl mikrovinny rozklad, ktery poskytl vyrazné vyssi
hodnoty koncentraci TiO; ve vSech vzorcich (viz Tabulka 5). To naznacuje, Ze bézné
extrakéni metody uvoliiuji pouze volné vazané a snadno extrahované nanocastice,
zatimco vyznamna ¢ast oxidu titani¢itého zlstava pevné vazand v matrici krému a je

dostupna az po Uplném rozkladu.

Tabulka 5 Pfehled namérenych obsaht TiO: ziskanych rdznymi extrakénimi postupy

Kana Contado Shi mikrovlnny rozklad
dbsahTO, obsahT, obeantio, PTIMmEmFobsa
ve vzorku2 ve vzorku2 ve vzorku2 Ti0, ve vzorku (He
mg/gl  [mglgl  (mgrgl o (Ml
Ladival 45010  4,0010*  762107° 19,19
Sebamed 1.0210%  1,5810%  2,03-10 ° 45,49
Garnier 90510 1,7010° 236107 14,51
Nivea 8,47-10* 25110° 543107° 26,17
Uriage - 1,24-10 ° - 140,85
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Kromé obsahu oxidu titanicit¢ho byla u jednotlivych extrakti urcena i velikost
¢astic (v nanometrech). V Tabulce 6 jsou uvedeny mediany velikosti Castic ziskané
pomoci jednotlivych extrakénich metod. Z vysledki vyplyva, ze velikost ¢astic zavisi
na pouzité metod¢ extrakce. Nejmensi cCastice byly obecné detekovany v extraktech
dle Contado, coz mize byt zpisobeno kombinaci vodného prostiedi a reextrakce
v hexanu, kterd miiZze extrahovat mensi ¢astice z matice. Nejvétsi ¢astice byly naopak
zaznamenany v metod¢ Kaia, zejména u vzorku Sebamed, coz mtze byt zplisobeno

aglomeraci béhem extrakce nebo pfitomnosti vétSich agregéti.

Tabulka 6 Median velikosti ¢astic jednotlivych vzorky ziskanych riznymi extrakcemi

Velikost ¢asic [nm]
Kana Contado Shi

Ladival 231,0 117,5 230,5
Sebamed 538,0 379,5 309,0
Garnier 200,5 150,0 122,5
Nivea 238,0 217,5 2240
Uriage - 154,0 -

Je dllezité poznamenat, ze za nanocastice jsou dle definice povazovany pouze
Castice, které maji alespon jeden rozmeér v intervalu 1-100 nm. Vzhledem k tomu, ze
vSechny hodnoty medianu velikosti ¢astic prekracuji tuto hranici, nelze na zakladé
téchto dat jednoznacné potvrdit pfitomnost nanocastic ve smyslu této definice. Je vSak
mozné, Zze nanocastice v extraktech pfitomny jsou, ale tvoii vétsi agregaty, ¢imz se
jejich efektivni velikost posouva mimo nano rozsah. Druhou moznosti je, Ze jsou
v krémech pouZity castice o vétSich rozmérech a vyrobeci kosmetiky se jejich
ozna¢enim jako nanocastic jisti pro piipad zpfisnovani a vymahani evropské
legislativy. Pro piesnéjSi posouzeni by bylo vhodné provést detailngj$i analyzu
distribuce velikosti (napf. pomoci dynamického rozptylu svétla nebo transmisniho

elektronového mikroskopu).
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5. Zavér

V ramci této prace byly analyzovany koncentrace a velikosti ¢astic TiO2 v péti
komer¢né dostupnych opalovacich krémech s cilem ovéfit pfitomnost nanoc¢astic TiO:
a porovnat rizné pristupy jejich stanoveni. Pro celkovou kvantifikaci TiO byla vyuzita
metoda mikrovinného rozkladu v kombinaci s ICP-MS, ktera poskytla celkovy obsah
oxidu titaniCitého ve vzorku vcetné pevné vazanych nebo jinak nedostupnych forem.

Pro stanoveni nanocastic byla testovana tfi rizna extrakéni média (methanol, smés
methanol/hexan a Triton X-100), pficemz nejucinnéjsi metodou se ukazala byt extrakce
dle Contado, pfi které byla vyuzita smés methanol/hexan, schopnd zpracovat
1 hydrofobni vzorek Uriage. Vysledky ukéazaly vyrazné rozdily v extrahovaném
mnozstvi TiO2 mezi jednotlivymi metodami, pfi¢emz bézné extrakce byly schopné
uvolnit pouze malou ¢ast celkového oxidu titanicitého, coz poukazuje na pevné vazani
¢astic v matrici krémd.

Analyza velikosti ¢astic odhalila, Ze medidny zmétenych velikosti u vSech vzorki
prevysuji hranici 100 nm, coz formaln¢ vylucuje jednoznacnou identifikaci nanocéstic
dle definice (alespont jeden rozmér mezi 1-100 nm). Je vSak pravdépodobné, ze
nanocastice jsou ve vzorcich ptfitomny, avSak ve formé agregatl, které zvysSuji jejich
efektivni velikost. Pro pfesnéjsi oveéteni by bylo vhodné doplnit analyzu o techniky jako
je dynamicky rozptyl svétla nebo transmisni elektronova mikroskopie, které umoziuji
lepsi charakterizaci distribuce velikosti ¢astic.

Celkové lze uzavtit, ze vyskyt TiO: v analyzovanych opalovacich krémech
neporusuje legislativni limity. Pouzitd metoda spICP-MS je efektivnim nastrojem pro
screening pfitomnosti a odhad Ccasticové koncentrace a rozméri castic TiO2
v opalovacich krémech, ale je nutno dotdhnout postup extrakce tak, aby se zvysila jeho

ucinnost a zavéry nebyly vyvozovany z malé frakce vzork.
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Velmi/Velmi Vysoka ochrana
k. NIVEA® SUN DETSKE MLEKO NA OPALOVANI ULTRA PROTECT OF 50+ /
Petuici slozeni s UVAZUVB filtry poskytule jemné détské pokozee okamiitoya,
hranu proti sluneénimu zafeni. 3x delsj vodéodolnost*, odolné také r'nﬂ m’ I
pla2, pfi hrani a sportovani, Slozeni respektuje oceany - je ze 76“% biol
neobsahuje UV filtry octinoxate, oxybenzone, octocrylene a je bez mikroplas l‘o
Kokni snasenlivost schvalena pediatry, il

NIVEA® SUN DETSKE MLIEKO NA OPALOVANIE ULTRA PROTECT OF 50,
O3etrujuce zloZenie s UVA/UVB filtrami poskytuje jemne
ochranu proti “T“’?““‘"‘“ tiareniu. 3x dihdia vodoodolnost*, odolné aj proti piesky
na plaZ, pri hrani a Sportovani. Zlozenie respektuje ocedny - je zo 76 % biologi
obsahuje UV filtre o‘cmu\ate‘ oxybenzone, octocrylene a je bez mikroplast
Koizna znasanlivost schvalena pediatrami
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ochranu_pred sluncem [ vejte obleCeni a pfipravky s
ochrannym faktorem. An kty s vysokym SPF nepcslg::g
ochranu. Viyhnéte se i imu polednimu slunci. Nat n
predstavuje vainé zah riziko. Vyvarujte se kontaktu s otima.
Vyhnéte se kontaktu se viern druhy textilii - miiZe zanechat trvalé skvmy.
Pred pouitim dobfe protfepat.
IGREDENTS: Agua, (-5 Al Benzoale, Pentylene Glycol, Bulyl Methoxydioenzoyimethae,
Delamino yionyoenaoyl Hexy! Benuoale, Akohol Denat, Dienyheny Butamido Tratwe,
Suffonic Acid, B heryl Trizie, Ethyhent
mmgm“ D , vm-.ims«dm
ne, Ascorby Telrassopaimitate, Tocopherol, Ubiquinone, Perite, Disopropyl Adinate,
?rmm um, Ispstearic Add, Acrlates Copolyme, Sodium Acryloyldimethyltaurate/VP Crosspoyme,
e Dionde, ic, T Oxide, Disoim EDTA, ica, Dimethicone

L/Spotfebujte nejlépe do:

L0701 08/2026

LN z00me

45077154

Www.lodival ¢z e
STADA rzneimitt AG, D-6111 Bad Vilbel, Némecks STADA

S P G710, Sevenso 2717, 168 0 Punad

i Ignwre’m
me sﬁm

|

Fotografie 3 a 4 VlyuZité opalovaci krémy a jejich sloZeni

37



CYRECYCLABLE BOTTLE

GARNICR .
AMBRE A =
SOLARRE) m«

H m.lmt ﬂl:{?:;saw ﬂ BUTYL METHOXYDIBENZOYLMETHANE
H / DRA 24 | ALCOHOL DENAT., ITANIUM 010 DlobE DF [HAND) | TTANIUN DO, TALE
a ETHYLHEXYL mzv)» ml.w

SYNTHETIC WAX, TOCUPHEML SﬁMK:ACID. PHENOXYETHANOL,

momu.us FERMENT, PEG-100 STEARATE, EUGENOL, TRIETHANOLAMINE,
) ALM! CD XANTHAN GUM, LINALOOL, BEIITLIsll.m
| PR LYCOL, TEREPHTHALYLIDENE DICAI

T MPHOR
ﬁ ACID, #CAYLATES/C10-30 ALKYL ACRYLATE CROSSPOLYME
YRS G, DEODIMEDTA, B
SHEA BUTTI || POTASSIUM SORBATE, CITRIC
MID AL IDE, GLYCERYL
PARFUM / FRAGRA . (FLL. C191343/1).
28Y102 ol o ol i K

LTI Yo

HYDRATING PROTECTION LOTION

HIGH PROTECTION — “‘
Ova)s UV —_— oaouousqmm!mlgmmm /

- CONSUMENTENSERVICE/
SERACE CONSEL 02100705 @

= GARNIG‘R

oN
- ICK ABSORPTIC
ANTL-DRYNESS - QUICK RESISTAN Mirrer EW?“.,:’,‘:’;"U"'
winh I!Esponsmv SOURCED S ;

Fotografie 5 a 6 VyuZité opalovaci krémy a jejich sloZeni

38



Fotografie 7 a 8 VyuZité opalovaci krémy a jejich sloZeni

39



Eau Thermale d'Uriag inrichit & travers

e } yche pendant 75 ans. Pure et naturelle,
elle renforce la barridre cutanée. Sa

I I concentration minéraux et

l 2 g s confé s é

laboratoire
encapsulent ses bienfaits dans des soins pour

EAU THE RMALE accompagner toutes les peaus au quotidien.

N TER
Thermal Water is enriched through
d

ing 75 years. Pu

[Non PARFUM
STE A L'EA

PEAUX FRAGILE GILE SKIN
VISAGE - CORPS/ FAC

Bébés/ Babies

TESTE SOUS CONT
DERMATOLOGIQL
ET PEDIATRIQUE

Fotografie 9 a 10 VyuZité opalovaci krémy a jejich sloZeni

40



