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ABSTRAKT

Predkladana bakalarska se zabyva antimikrobidlni ochranou kosmetickych ptipravki. Zvo-
lenymi piipravky pro toto testovani jsou piipravené pletové vody obsahujici rizné typy
konzervantii o riznych koncentracich. Uginnost téchto konzervantti byla testovana na
gramnegativnich bakteriich Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, které byly zaoc-
kovany do ptipravenych pletovych vod. Testovani ti¢innosti bylo provadéno po dobu 28 dni
ode dne zaockovani piislusnych bakterii do pletovych vod. Vysledky u¢innosti konzervac-
nich latek byly hodnoceny v den 0, 7, 14 a 28. Vysledky byly vyhodnoceny prostfednictvim
grafi a bylo zjisténo, ze zadny z konzervantt neni dostatecné ucinny pro snizeni mikrobialni
kontaminace na poZadovanou hodnotu a proto neni moZné ho pouzit pro zakonzervovani

téchto kosmetickych piipravki.

Klicova slova: kosmeticky ptipravek, pletové vody, gramnegativni bakterie, ac¢innost kon-

zervantli, antimikrobialni ochrana kosmetického vyrobku

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the antimicrobial protection of cosmetic products. Products
selected and prepared for bacterial challenge test were lotions containing various types of
preservatives at different concentrations. Effectiveness of these preservatives was tested
either on the Gram-negative bacteria Escherichia coli or on Pseudomonas aeruginosa.
Both microorganisms were inoculated to these prepared lotions. This efficiency testing was
carried out according to the legislation for 28 days from the date of the inoculation of
bacteria into the lotions. The efficacy results were evaluated on day 0, 7, 14 and 28. Results
were evaluated by means of graphs, and it was found that none of the preservative is not
effective enough to reduce microbial contamination to the desired value and therefore

cannot be used for the preservation of prepared cosmetic products.

Keywords: cosmetic, lotions, Gram-negative microorganisms, efficacy of preservatives,

antimicrobial protection results



Podékovani

Chtéla bych podekovat zejména vedouci mé bakalaiské prace RNDr. Ivé Hauerlandové,
Ph.D. za pomoc a uzite¢né rady pii psani této prace. Kdykoliv jsem si s né¢im nevédéla ra-
dy, byla ochotna mi pomoci a za to ji dékuji. Déle bych chtéla pod¢kovat celé své roding,

ktera mi pfi psani této prace vzdy vysla vsttic a podporovala me.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze bakalafské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG
jsou totozné. Déle prohlasuji, Ze veSkerd pouzitd literatura, ktera byla pouzita pfi psani této

Bakalatské prace, byla fadné€ ocitovana.



L Y20 J ) IR 10
I TEORETICKA CAST ..ottt ettt e et 11
1 KOSMETICKE PRIPRAVKY ....cooovoeeeeeeee oo eeseeeeees et e e sneeseessanans 12
1.1 LEGISLATIVA KOSMETICKEHO PRIPRAVEKU ....uneeeeee et e e e eaens 14

2  MIKROORGANIZMY KONTAMINUJICI KOSMETIKU .......coccooveeeveeenn, 15
2.1 B AKTERIE .. ettt e e 15
2.0 0 ESCREIICNIA COM vttt 15

2.1.2  PSeUdOMONAS @BIUGINOSA. ... .veevveiuiieiiriaieeaiee sttt e sire et e siee et e 16

2.2 [NQY7 XS] 1] 20T 17
2.3 P L SN E e e e ————— 18
2.4 KONTAMINACE KOSMETICKEHO PROSTREDKU ....uvieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeneeesnneeeennns 19
241 PrimArni KONLAIMINACE .. ovv e eee ettt e ettt et e et et e e e e e e e e e e e e e e eeeeteeetaeeanns 20

2.4.2 SekUNAArnT KONTAIMINACE ....vneeeee et ettt et e e e et e e et eetaeeaeeeeeaeeneenees 21

3 ANTIMIKROBIALNI LATEKY ...oooooeoeeeeeeee oo aen e 22
3.1 POZADAVKY NA ANTIMIKROBIALNT LATKY ..vueeeeeeeeee et e e e e et e e eeeneneneas 22
3.2 DEZINFEKCNI LATKY A BAKTERICIDY ..evvuteeeetiiteetesteeeeeestessesestssesessnseesesseneesenns 22
3.3 KONZERVACNI LATKY V KOSMETICE +..tvvtueeetetee ettt eeeeeteseseesesessessneesessnnenenns 24

4  KONZERVACNI LATKY V KOSMETICE ....oovivieoieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e, 25
4.1 ORGANICKE KYSELINY .evtutettetiteetsteaseetessasesssstseesessssessstntessssteresnreesernrees 25
4.1.1  Kyselina BENZOOVA .....uvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiie et 25

4.1.2  Kyselina SaliCYlOVA .......uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiie i 26

4.1.3  Kyselina SOTDOVA......ccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiie et 26

4.2 AALKOHOLY ..o 26
4.2.1  Benzylalkohol .........ccoiiiiiii e 26

4.2.2  Dichlorbenzyl alkohOl ...........c.c.oooiiiiiiiiii e 26

4.3 HALOGENY .ot 27
4.3.1  Benzalkonium ChlOTid.......ccooo oo 27

4.3.2  Bromo- 2-nitro-2-propandiol 1,3...........ccoiveiiiieiiiie e 27

4.4 (0153 I7-N0 1) ST 27
4.4.1  Dimetylol dimetyl hidantoin.............cccoveiiiie i 27

442  ImIidazolidinyl Ura..........c.eeeiiiiiiiiee i 27

443  Orto fenyl-fenol ..........ooooiiii i 27

444 ParabENY ....cocuviiiciiie et 28

445  FenOXYELANOI ....cc.veiiiiie et 28

4.4.6  Trichloro-2,4,4-hydroxy-2-difenyleter ...........cccccooveiviiie i, 28

5  FAKTORY OVLIVNUJICI UCINNOST KONZERVACNICH LATEK ......... 29
Il PRAKTICKA CAST ..ottt ettt eneea. 30

6 POUZITY MATERIAL .....cooooooooeeoeeeeeeee oo e 31



6.1 KOMENY BAKTERI ... eeete ettt ettt et e et e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e eenas 31

6.2 TESTOVANE KONZERVACNT LATKY .eteeieeeeee et e e e e e e e e e e e e eaenens 31
6.3 TESTOVANE KOSMETICKE PRIPRAVEY ..ovvuiitivtiiieeietieseesesieseeseseseesessnsesssnnneseens 32
6.4 PRISTROJE A VYBAVENI ...cttvttit ettt ettt e ettt e et e e ettt e s e st et e e e e esbereesertreeneens 33
6.5 MEDIA PRO KULTIVACT .. ee e ee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeenes 34
6.5.1 TSA agar ( Soyabean Casein DIigest AQar) .......cccoveiierieeiiieiiieeniee e 34
6.6 PRIPRAVA ROZTOKU ..cvtuieiietiee e etetee e et eatee e ettt s e e ettt s s et eatssessateseeseettareesertnaeneans 34
B.6.1  REAICT TOZEOK 1ottt ettt ettt ettt te et e et teee et e e ae e 34
B.6.2  NeUtraliZaCnl TOZEOK . .cenn et ettt e et e r e e eeaaees 34
7 POUZITE METODY ....ooooeeeoeeeeeeeeee et ee et ee et ee et e et e e eteen e enee e 36
7.1  STANOVENI ANTIMIKROBIALN{ OCHRANY PLETOVYCH VOD .......cccoivriiiiiiiieinnns 36
7.1.1 PHPrava VZOTKU ....ooeeiiiiiiii ot 36
7.1.2  Ptiprava kultur na zaoCKOVANT ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiic e 36
7.1.3  Ptiprava inokula pro zaokovani pletovych vod .........ccccoooviiiiiiiiiiiiinnn 37
7.1.4  Stanoveni poctu bun€k ve vzorcich pletovych vod ...........cocoiiininnnnnn, 37
7.1.5  Vypocet poctu kolonie tvoficich jednotek v 1 ml vzorku (CFU/ml) ........... 38
8 VYSLEDKY A DISKUZE ..o e e e 39
8.1 ANTIMIKROBIALN{ UCINNOST TESTOVANYCH PLETOVYCH VOD ....covvvvieiiiiieenenns 39
8.1.1  Vliv konzervaénich latek na gramnegativni bakterii Escherichia coli ......... 39

8.1.2  Vliv konzervaénich latek na gramnegativni bakterii Pseudomonas
Lo UL ] (10 Y- WSS 42
8.2 ZAVERECNA DISKUZE VSECH VYSLEDKU 1.vuuiiieiiiiieitiiis e e eee sttt s s e e s s s s essnaan s 44
O ZAVER oottt 47
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ootieieeoe oot ettt aeen e 48
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......c.ccoovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 52
SEZNAM OBRAZKU ...ttt ettt ettt ettt ettt eeeeeens 53
SEZNAM TABULEK ...ttt 54

SEZNAM PRILOH .....oooooooeoeeoee oo oo e es e e e e 55



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Mikrobialni kontaminace kosmetickych prostiedkut je velmi aktualnim a celosvétovym téma-
tem. U kosmetickych piipravki obecné existuji dva typy kontaminace. Primarni kontamina-
ce muze byt zplusobena jiz pfi zpracovavani surovin a vyrobé kosmetického ptipravku, ta
druha, sekundarni kontaminace naopak miiZze nastat az pii spotiebitelském uzivani. Aby se
zabranilo nezadouci aktivit¢ mikroorganizmii v piipravcich, je nutno pouzit antimikrobialni

ochranu ve formé konzervacnich latek, baktericida a jinych pfibuznych latek.

Po celém svété se neustale testuji nové konzervanty S cilem nalézt co nejicinngjsi a nejbez-
pecnéjsi formu ochrany spotiebitele. Jsou to sice latky, které maji antimikrobialni ucinky, ale
na druhou stranu jsou to také latky, které pii urcité koncentraci a nepovoleném pouziti mo-

hou zpisobit zavazné zdravotni komplikace a podrazdéni kize.

Existuje Siroka $kala mikroorganizmd, které mohou kontaminovat kosmetické pripravky, a
konzervacni latka by méla tedy mit zna¢né spektrum ucinku. Mnohé vlastnosti kosmetické-
ho ptipravku, jako je jeho pH nebo slozeni, maji také znac¢ny vliv na G¢innost konzervaéni
latky. Z téchto dtivodu je v kosmetickém piipravku ¢asto pouzivana kombinace dvou ¢i vice
konzervacnich latek, tak aby byla zajisténa dostate¢na bezpecnost vyrobku. Proto se kon-
zervacéni latky ¢asto kombinuji tak, aby bylo dosazeno optimalniho a pozadovaného tG¢inku
a aby mohl byt dany kosmeticky piipravek schvalen jako mikrobialné a hygienicky nezavad-
ny. Pouze takové vyrobky mohou byt uvedeny na trh a v kone¢ném vysledku pouzivany
spotiebiteli bez zdravotnich rizik. Antimikrobialni ochrana vyrobku by méla byt zachovana

alesponl po dobu minimalni trvanlivosti pfipravku, ktera je vyznac¢ena na obalu.
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.  TEORETICKA CAST
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1 KOSMETICKE PRIPRAVKY

Zakladni definice kosmetického prostfedku, ktera je dana legislativou, je nasledujici: Kos-

metickym pfipravkem je jakékoliv latka nebo prostfedek uréeny pro styk se zevni Casti lid-

ského téla (pokozka, vlasovy systém, nehty, rty, zevni pohlavni organy) s cilem vyluéné

nebo prevazné jen Cistit, parfemovat, ménit jejich vzhled, chranit je, udrzovat v dobrém sta-

vu nebo korigovat lidské pachy [1].

Kosmetické prosttedky miizeme klasifikovat do nasledujicich skupin:

a)

b)

9)

Dekorativni kosmetika zahrnujici make-up, kosmetické prostfedky pro oSetfeni rti
jako rténky nebo lesky, nehtova kosmetika, o¢ni kosmetika nebo sety dekorativni

kosmetiky.

Vlasova kosmetika zahrnujici rizné druhy Sampont, vlasové kondicionéry, vlasové
lotiony a tonika, pény, krémy, gely, prostiedky pro trvalou nebo sety s vlasovou

kosmetikou.
Vlasova barviva kam patii barvici Sampony nebo odbarvovaci prostredky.

Parfémy a vonné latky kam mizeme zaradit parfémované extrakty, parfémy, toaletni

a kolinské vody, détské toaletni vody.

Prostiedky péce o kuzi kam mtzeme zatadit pletové prostiedky jako denni nebo
noc¢ni krémy, pletové odlicovace, prostfedky péce o ruce, prosttedky péce o télo a

détskou kosmetiku.

Toaletni potieby jako mydla, prostfedky oralni hygieny, holici prostfedky, pudry,
prostfedky intimni hygieny, koupelové prostiedky, deodoranty, antiperspiranty nebo

depilaéni prostiedky.

Opalovaci prostiedky kam mizeme zatadit opalovaci krémy nebo mléka.

Rada vyrobkil nese oznageni 1é¢ebna kosmetika, v tom piipadé se jedna ale o 1é¢ivo a ne

0 kosmetiku. Sem lze zatadit prosttedky jako lubrikacni gely nebo bélici zubni pasty

S vy$8im obsahem peroxidu vodiku [1].
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Kosmetické ptipravky maji komplexni slozeni, obsahuji Sirokou $kalu riznych ingredienci a
slozek. Kazdy pripravek ma svou konkrétni recepturu. Zde jsou uvedeny piiklady ramcoveé-

ho sloZeni toaletnitho mydla, Samponu 2 v 1 a fasenky.

Tab. 1. Ramcoveé slozeni toaletniho mydla [2]

ramcové sloZeni funkce obsah
sodné soli mastnych kyselin aktivni slozka do 80 %
volné mastné kyseliny popf. oleje emolient do5%
zvlhcujici latky (glycerin) humektant 5%
fragrance do1l%
antimikrobika ) do1%
dextrin, kfida plnivo podle typu mydla
synteticky tenzid kosurfaktant podle typu mydla

Tab. 2. Ramcoveé slozeni samponu 2 v 1 [2]

ramcové slozeni

Anionické tenzidy Primarni tenzid 15 %
Amfoterni tenzid Sekundarni tenzid 5%
Neionicky tenzid Stabilizator pény 3%
Estery mastnych kyselin Emoliacni Ucinek 2-3%
Kationicky polymer Kondicionér 0,5-1%
Parfém - -
barvivo - -
antimikrobikum - -
voda - Do 100 %

Tab. 3. Ramcové slozeni rasenky [2]

ramcové slozeni funkce \ obsah
vosky Aktivni latky 30-35%
Mineralni oleje dispergator Do 100 %
pigmenty barvivo 10-20%
voda rozpoustédlo 15 %
Kationické polymery Aktivni latka Do1%
konzervant - 0,1-0,5%
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1.1 Legislativa kosmetického pripravku

Za legislativu kosmetického ptipravku jsou odpovédné organy EU, jako je Evropska komi-
se, ktera predklada legislativni navrhy Evropskému parlamentu a Rad¢. Dale je velmi dulezi-
tym organem Staly vybor pro kosmetiku, ktery predklada své navrhy Evropské komisi. Ten-
to vybor spolupracuje s mnoha dalSimi odbornymi organizacemi. Vysledkem ¢innosti téchto
organtl jsou rizna nafizeni, vyhlasky a smérnice, které jsou pro dany kosmeticky prostiedek
ptimo ucinné a kosmeticky prostfedek se jimi musi fidit. Hlavni smérnici v Evropské unii
ovliviyjici vyrobu, oznacovani a dodavky kosmetiky a osobni péci, je smérnice o kosmetic-
kych prosttedcich 76/768/EEC, ktera bude od 11. 7. 2013 nahrazena Natizenim Evropské-
ho Parlamentu a Rady ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich ze dne 30. 11. 2009. Vol-
ny pohyb kosmetickych piipravktl v ramci evropského trhu nemtize byt omezeno nebo za-
kazano Clenskymi staty, pokud tyto vyrobky nejsou nebezpecné pro lidské zdravi za obvyk-
lych nebo predvidatelnych podminek pouziti. Nicméné pokud kosmeticky ptipravek v sou-
ladu s touto smérnici, predstavuje nebezpeci pro lidské zdravi, mize ¢lensky stat, na jehoz
uzemi je vyrobek uvadén na trh pfijmout omezujici nebo zakazujici opatieni. V tomto pii-
pad¢, informuje ostatni ¢lenské staty a Komisi, aby mohla byt ptijata vhodna opatieni v celé
Evropské unii (EU). Samoziejm¢ Se tyto nafizeni netykaji jenom kosmetického prosttedku
jako celku, ale jsou zde také predpisy a vyhlasky, které plati pro jednotlivé ingredience KP,
mezi které samoziejme patii i konzervanty. Velmi dilezita je vyhlaska ¢.494/2005 Sb., kte-
rou se stanovi analytické metody kontroly slozeni kosmetického prostiedku. V této vyhlas-
ce je uveden navod pro zkousSeni ingredienci kosmetického prostiedku a vyhodnoceni jejich
bezpecnosti. Déle ptedpisy ur¢i pozadavky na vlastnosti a dokumentaci, znaceni a povinnos-
ti odpovédnych osob pro vSechny Clenské staty, zptisob zajisténi dozoru nad kosmetickymi
prostiedky a spolupraci organti dozoru ¢lenskych statu. V neposledni fadé je velmi dulezi-
tou soucasti predpisit povinnost rychlého varovani o nebezpecnych vyrobcich mezi €len-
skymi staty a povinnosti odpovédnych osob. Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1223/2009 obsahuje mnoho kapitol a pfiloh. A pravé piiloha ¢. VI. je seznam povolenych

konzervantu [1, 3, 4].
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2 MIKROORGANIZMY KONTAMINUJICI KOSMETIKU

Mezi mikroorganizmy kontaminujici kosmetické prostiedky patii zejména bakterie a mikro-
skopické houby, coz je termin oznacujici jak vlaknité mikroskopické houby (plisn¢) tak i
eukaryotické mikroskopické houby (kvasinky) [5]. Tato kapitola je vénovana bakteriim,
kvasinkam a plisnim, jejichz vyskyt v kosmetickych prosttedcich je nezddouci. Pfitomnost

téchto mikroorganizmi v kosmetice je kontrolovana regulovana legislativou.

2.1 Bakterie

Jsou to jednobunétné organizmy s prokaryotickym typem buiky. Jsou kosmopolitni, coz
znamena, ze ziji v nejruznéjSich podminkach i1 prostfedich. Optimalni teplota rdstu je pro
vétsinu bakterii 25 - 37 °C, existuji vSak i bakterie rostouci pfi teplotach nizsich i pfi teplo-
tach extrémné vysokych. Optimalni pH pro rast bakterii se pohybuje kolem neutralniho bo-
du. Podle vztahu ke kysliku Ize bakterie rozd¢€lit na organizmy aerobni, anaerobni a fakulta-

tivné anaerobni [5].

Bakterialni bunky mohou mit buné¢nou sténu dvojiho typu a na zaklad¢ struktury bunécné
stény rozliSujeme bakterie grampozitivni a gramnegativni. Grampozitivni bakterie maji bu-
né¢nou sténu, tvorenou silnou vrstvou peptidoglykanu, na ktery jsou navazany fetézce tei-
koové kyseliny. Na rozdil od grampozitivnich bakterii maji gramnegativni druhy buné¢nou
sténu tenci a podstatné slozitéjsi. Sténa je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu a obsahu-
je takzvanou vnéjsi membranu, ktera se podoba membrané cytoplazmatické a poskytuje
gramnegativnim bakteriim zvySenou ochranu vici plsobeni nékterych antimikrobidlnich

latek [6].

V nésledujicim textu jsou blize charakterizovany dva druhy gramnegativnich bakterii, které
jsou Castymi kontaminantami kosmetickych ptipravkl a z tohoto divodu byly zvoleny pro

praktickou ¢ast bakalaiské prace.

2.1.1 Escherichia coli

Tato gramnegativni bakterie patti do Celedi Enterobacteriaceae. Obecné Ize rod Escheri-
chia charakterizovat jako gramnegativni rovné tycky vyskytujici se jednotlivé nebo ve dvo-

jicich. Jsou fakultativné anaerobni S optimalni teplotou ristu 37 °C [7].
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Vyznamnym piedstavitelem rodu Escherichia je Escherichia coli je béZznym komenzalem
traviciho traktu obratlovci, veetné Cloveka. Jako soucast piirozené stievni mikroflory je
prospésna diky produkei latek, které brani usidleni patogennich mikroorganizmu, podili se
rovnéZ na tvorbé nékterych vitamini. Na druhou stranu mize byt velmi nebezpecnym pato-
genem. Nékteré kmeny E. coli enterotoxiny ptipadné i dalsi faktory virulence, které jsou
pii¢inou gastrointestinalnich onemocnéni. Patogenné E. coli pisobi i pokud se dostane mi-
mo stfevo, je pak velmi ¢astym piivodcem infekci mocovych cest a nozokomidlnich infekei
véetné¢ meningitid a septikémii. Epidemiologicky patogenni kmeny jsou charakterizovany
sérologicky pomoci somatickych (O), kapsularnich (K) a bic¢ikovych (H) antigenti. Kmeny
produkujici shigatoxiny mohou vyvolat zdvazna onemocnéni jako je hemoragicka kolitida
nebo hemolyticko-uremicky syndrom. Vysoce infekéni je predevsim sérotyp O157:H7. Tato
bakterie je jednim z nejstudovanéjsich mikroorganizmi. Jedna se o modelovy organizmus
pro klinické, genové a molekularné biologické studie. Ackoli vétSina kmend tohoto druhu
zije v symbioze ve stievech, mnohé kmeny Escherichia coli jsou patogenni pro ¢lovéka a

zvitata [7, 8].

Obr. 1. Escherichia coli v elektronovém mikroskopu [9]

2.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Tato bakterie patii do ¢eledi Pseudomonadaceae. Obecné je rod Pseudomonas charakteris-
ticky gramnegativnimi rovnymi nebo mirné zakiivenymi tyckami. Tento rod patii mezi ae-
robni mikroorganizmy, které ke svému zivotu potiebuji kyslik. Pohybuji se pomoci bi¢ikda.
Mezi nejdilezitéjsi zastupce tohoto rodu patii Pseudomonas aeruginosa, ktera se hojné
vyskytuje v prostiedi, pfedevsim v pude nebo vode. Muze byt patogenni pro rostliny a pro-

dukuje pigmenty [7]. Pseudomonas aeruginosa je je znama SVou environmentalni vSestran-
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nosti, schopnosti vyvolat onemocnéni zejména u oslabenych jedinct, a svou rezistenci vici
antibiotikim. Na rozdil od mnoha bakterii vyskytujicich se hojné v prostiedi, ma P. aerugi-
nosa pozoruhodnou schopnost vyvolat onemocnéni u hostitele. Pseudomonady se pomérné
snadno dokazi prizpiisobit mnoha rozmanitym podminkam prostiedi, rostou a mnozi se ve
vod¢ a pudg, ale i na rostlinnych a Zivocisnych tkanich. Jsou schopny vyuzivat celou fadu
organickych slouéenin jako zdroj zivin. Pseudomonas aeruginosa produkuje celou fadu
toxickych proteintl, které nejen zptisobuji rozsahlé poskozeni tkani, ale také mohou aktivo-
vat rizné slozky imunitniho systému [10]. Pseudomonas aeruginosa je univerzalni patogen
spojeny s Sirokym spektrem infekci ¢lovéka. Kontrola takovych infekci je obtizna, nebot’ P.

aeruginosa je pfirozen¢ rezistentni kK mnoha antimikrobialnim latkam [11].

2.2 Kvasinky

Kvasinky jsou drobné jednobunécné organizmy s eukaryotickym typem bunky. Dafi se jim
zejména ve vlhkém a teplém prostiedi. Jejich optimalni teplota rustu je 25 - 30 °C. Prefero-
vanym zdrojem zivin jsou pro né cukry a pH optimalni pro rist je spiSe v kyselé oblasti.
Jejich hlavnimi metabolickymi produkty jsou zejména alkoholy a oxid uhli¢ity. [5]. Kvasinky
jsou hojné€ vyuzivany v potravinaiském primyslu. V soucasné dob¢ existuje 1500 uznanych
druht, které taxonomicky nalezi predevsim mezi askomycety a basidiomycety [12]. Typic-

kymi druhy jsou Saccharomyces cerevisiae nebo Candida albicans.

Mnoho riznych druhti kvasinek se miize ucastnit na spontannim kvaseni, ale vyznamné jsou
zejména druhy rodu Saccharomyces a to zejména druh Saccharomyces cerevisce, Ktery
hraje vedouci ulohu pii vyrobé fermentovanych napoja a potravin [13]. Candida albicans je
diploidni houba, ktera roste jako kvasinka, ale taky ve formé vlaknitych bunék a je ptivod-

cem tustnich a genitalni infekei u lidi [14, 15]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Obr. 2. Candida albicans rostouci na agaru [16]

2.3 Plisné

Plisn¢ jsou mikroskopické houby, které rostou piedevsim v prostiedi o dostate¢né vihkosti.
Optimalni teplota rustu je 20 - 30°C, nejlépe rostou pii kyselém pH. Jejich hlavnimi metabo-
lickymi produkty jsou rizné organické kyseliny. Jsou to aerobni organizmy, tudiz ke svému
zivotu potiebuji kyslik. Vyznamné z hlediska kontaminace kosmetiky jsou rody Penicillium,

Aspergillus, Rhizopus a mnohé dalsi [5].

Plisn¢ rodu Penicillium jsou nejc¢astéjsimi mikromycetami, které krom¢ kontaminace kos-
metiky zptsobuji také kontaminaci Siroké $kaly potravin [17]. Rhizopus je rod saprofytic-
kych hub s ¢etnym vyskytem v prostiedi, zejména na rostlinném materialu, ovoci a zelening.
Nékteré druhy rodu Rhizopus jsou oportunné patogenni a mohou byt ptivodci zavaznych az
fatalnich infekci [18]. Plisné rodu Aspergillus mohou zptsobit vazna onemocnéni u lidi a
zvitat. Mezi nejcast&jsi patogenni druhy patii Aspergillus fumigatus a A. flavus, které pro-
dukuji aflatoxiny, které jsou karcinogenni. Tyto druhy kontaminuji kromé kosmetiky taky

potraviny, jako jsou ofechy nebo zemé&dé&lské suroviny [19].
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Obr. 3. Hlava plisn¢ Aspergillus Niger [20]

2.4 Kontaminace kosmetického prostiedku

Je zakazano prodavat nebo vyrdbét kosmetiku, kterd je kontaminovana patogennimi mikro-
organizmy. | v piipad¢ Zze mikroorganizmy nejsou patogenni, je kontaminace nezadouci, jak
z hlediska vyrobce, tak z hlediska uzivatele. Kontaminace mikroorganizmy muze zpusobit

zhorSeni kvality vyrobku nebo podrazdéni kiize uZivatele.

Kazda zem¢ ma vlastni legislativou dané limity pro pocet zivych bakterii ve findlnim pro-
duktu. Napiiklad Americka kosmeticka spole¢nost vyzaduje, aby celkovy pocet Zivych bak-
terii v 1g produktu nepiesahl 500 bakterii ve vyrobcich pro déti a v oéni kosmetice, a u
ostatnich kosmetickych prostfedkl je povoleno méné nez 1000 bakterii na 1 g vyrobku.
Patogenni bakterie jsou v kosmetickych vyrobcich naprosto nepiipustné. Japonska kosme-
ticka spolecnost zase stanovuje, ze pocet zivych bakterii ve vyrobku nesmi piekroc¢it hodno-

tu 1000 CFU/g a ptitomnost patogennich bakterii je naprosto neptipustna [5].

Piikladem patogennich mikroorganizmu, které nesmi byt pfitomny ve vyrobcich, jsou napi.
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a mnohé dalsi [5]. K
zajisténi mikrobiologické bezpecnosti kosmetického prostiedku je nutné do vyrobku ptidat
jednu nebo vice Géinnych antimikrobialnich ptisad. Tyto slozky musi zachovat G¢innost po
dlouhou dobu uzivani kosmetického prostiedku. Zvolit vhodnou antimikrobialni latku ale
neni viibec jednoduché. Kosmetické prostiedky jsou vétSinou emulzni systémy a antimikro-
bidlni latka musi tedy plsobit ve vhodné fazi (bud’ ve vodné nebo v olejové fazi). VétSina
kontaminujicich mikroorganizmii pfeziva ve vodné fazi, cCemuz musi byt pfizpiisoben vybér
vhodné antimikrobni latky. Idealni antimikrobni latka dale nesmi byt inaktivovana faktory,
jako je pH kosmetického prostifedku, podminky vyrobniho procesu nebo piitomnost kosme-
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tickych ingredienci, které by mohly snizovat u¢innost antimikrobika [21]. Kromé toho, inak-
tivace mikroorganizmt konzervac¢nimi latkami by méla byt dostate¢né rychla, aby se zabra-
nilo adaptaci mikroorganizma nebo vzniku rezistence ke konzervantu [22]. Existuji obecné

dva typy mikrobialni kontaminace kosmetického prostiedku, a to primarni a sekundarni.

2.4.1 Primarni kontaminace

Kontaminace vznikld pfi vyrobnim procesu je nazyvana primarni kontaminaci. Pochazi bud’
ze surovin pouzivanych pro vyrobu kosmetického prostfedku, nebo je zdrojem strojni zafi-
zeni a personal ve vyrobé. Castym zdrojem kontaminace je i voda, kterd miize byt kontami-
novana mikroorganizmy, nej¢astéji gramnegativnimi ty¢inkami. Prevenci primarni kontami-
nace vznikajici béhem vyroby a plnéni je hlavné zajisténi ¢istého pracovniho prostiedi a in-
stalace zatizeni jako jsou prachové filtry nebo zvih¢ovace. Dale je nutné provadét pravidel-
né rozbory vody a nelze opomenout ani kontrolu mikrobiologické kvality surovin. Velmi
dualezité je vzdélavat pracovniky a zajistit, aby udrzovali Cistotu na pracovisti a aby cela vy-
roba probihala za vhodnych hygienickych podminek. Primarni kontaminaci mtze byt zabra-

néno piisnym dodrzovanim spravné vyrobni praxe (GMP — good manufacturing practise)
[5].

Spravna vyrobni praxe byla poprvé navrhnuta vladou Spojenych statti v roce 1963 [23].
GMP je vyraz, ktery zahrnuje vSechny pozadavky, které musi byt dodrZzeny pii vyrobé 1é¢iv
nebo kosmetiky. GMP musi sledovat celou vyrobu od kontroly surovin pies samotnou vy-
robu a vydani prostiedku na trh. V ramci GMP je velmi dulezité kontrolovat zejména, zda
nedoslo k mikrobidlni kontaminaci, coz je v dnesni dobé jeden ze zasadnich problémi kos-

metiky [24].

Tyto nasledujici podminky jsou velmi dulezité pii vyrobnim procesu a jsou nedilnou soucasti

pravé procesu GMP:

1) Pouziti filtrG k odstranéni prachu, jelikoz jeden gram prachu muize obsahovat az jeden

milion mikrobialnich bun¢k [5]

2) Klimatizace - velmi dilezity prvek odvlh¢ovani vzduchu. Ve vihkém prostiedi se vysky-

tuji zejména gramnegativni bakterie, kvasinky a plisné [5]

3) Pouziti tzv. HEPA filtrti, které zajist'uji vysoky stupen Cistoty, dale je nutna sterilizace

vody a ostatnich surovin [5]
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4) V neposledni fadé¢ je velmi dilezité, aby pracovnici pouzivali sterilni rukavice a pii praci

dodrzovali hygienické zasady [5]

Cely proces GMP musi samoziejmé splitovat urc¢ité normy. Jakakoli opatteni v ramci GMP
musi byt navrzeny tak aby byly vhodné, musi tedy mit védecky zaklad a jsou systematicky

kontrolovany [5].

2.4.2 Sekundarni kontaminace

Kontaminace, kterd vznika pii uzivani prostiedku, se nazyva sekundarni kontaminace a je
Casto vysledkem kontaminace bakteremi pfitomnymi na rukou a v prostiedi. Mezi takové
kontaminujici mikroorganizmy patii predevsim grampozitivni koky a grampozitivni tycinky.
I pfesto ze spravnosti vyrobniho procesu a zajisténim hygieny pti vyrobé se vyrobek vyvaru-
je primarni kontaminace, muze se u néj objevit sekundarni kontaminace. Jelikoz ve vzduchu
kolem nas, v piidé, ve vode nebo 1 v lidské pokozce existuji miliony bakterii, je pomérné
slozité zabranit pravé této kontaminaci. Tato kontaminace muze vzniknout, napt. pokud je
s vyrobkem nevhodné zachdzeno (napft. skladovani pti nevhodné teploté a vlhkosti, vraceni
vyrobku do obalu po jeho kontaktu s pokozkou, nedisledné uzavirani vyrobku apod.). Ta-
kové chovani spottebitele vede k sekundarni kontaminaci. Z toho vyplyva, ze za kontamina-
ci vyrobku je odpovédny spotiebitel, nicméné vyrobce musi predvidat uréitou miru nevhod-

ného zachazeni a pokud mozno zajistit dostate¢nou konzervaci [5].
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3 ANTIMIKROBIALNI LATKY

Antimikrobialni latky jsou velmi dulezitou ingredienci, ktera je ptidavana do kosmetického
prostiedku. Tyto latky se d€li do dvou zékladnich okruhi a to na dezinfekéni prostiedky a

na konzervanty [5].

3.1 Pozadavky na antimikrobialni latky

Ne vSechny antimikrobidlni latky mohou byt ptfidany do kosmetiky. Nékteré mohou mit
totiz nezadouci ucinky a jejich zakomponovani do formulace vyrobku by tedy byla nevhod-
na. Problematika antimikrobidlnich latek v kosmetickych prosttedcich je zna¢né¢ kompliko-

vana, z ¢ehoz vyplyva i cela fada pozadavki, které by tyto latky mély spliovat [5].

Mezi dulezité vlastnosti patii zejména ucinnost proti mikroorganizmim, snadnd rozpustnost
ve vodé nebo dobra rozpustnost v bézné pouzivanych kosmetickych ingrediencich. Dalsi
velmi dalezitou vlastnosti je vysokd bezpecnost, antimikrobialni latka nesmi drazdit pokoz-
ku. Musi byt neutrdlni, aby nedoSlo ke zméné pH vyrobku. Dale nesmi sniZit efektivnost
produktu a nesmi zpisobovat zménu nékterych dalsich vlastnosti kosmetického prostiedku,
jako je zména barvy prosttedku nebo zména jeho vzhledu. Musi byt stabilni v Sirokém roz-
sahu teplot a pH. V neposledni fad¢ je dulezitou vlastnosti snadna dostupnost a existence

stabilnich dodavateli. Dulezita je také nizka cena a ekonomické vyuziti [5].

3.2 Dezinfekéni latky a baktericidy

Dezinfek¢ni prostiedky a baktericidy jsou piidavany do kosmetiky za ucelem snizeni mikro-
bialni kontaminace povrchu kiize a udrzeni kize v Cistém stavu. Vyuzivaji se zejména
v kosmetickych prostfedcich uréenych pro problematickou a akndzni plet, kde zmiriuji
projevy onemocnéni diky potlaceni vyskytu bakterii [5]. Acne vulgaris je onemocnéni ktize
postihujici pilosebacedzni jednotku v predilekéni lokalizaci, tedy na obliceji, trupu a horni
poloving zad. Jedna se o velmi komplexni onemocnéni, za jehoz klinickou manifestaci zod-

povida mnozstvi faktord, mezi které lze zatadit pravé i ptisobeni mikroorganizmu [25].

Dalsi kategorii kosmetickych prostiedkl, do kterych se pridavaji baktericidni latky, jsou
deodoranty. Apokrinni potni Zlazy vyskytujici se v axilach produkuji sekret obsahujici celou
fadu organickych sloZek. Jejich rozkladem bakteridlni kozni florou vznikd nepiijemny za-

pach. Antibakterialni slozky deodorantti omezuji mnozeni bakterii, které diky produkci hyd-
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rolytickych enzymt maji schopnost rozkladat slozky potu [21, 26]. Velmi Casto se také vy-
uzivaji v prostfedcich proti luptim, protoze maji schopnost potlacit vyskyt Pityrosporum
ovale. Jedna se o lipofilni kvasinku, ktera je bézné piitomna v seboroické oblasti pokozky
[27]. V soucasné dobé existuje mnoho studii, které naznacuji, ze Pityrosporum ovale hraje
dulezitou roli pti seboroické dermatitidé. Je to chronické zanétlivé onemocnéni kuze déti i
dospélych spojené s nadmérnou tvorbou kozniho mazu [28]. Existuji také klinické studie,
které dokazuji dobry ucinek nékterych antimykotik snizujicich pocet pravé téchto kvasinek
[29].

Dale jsou dezinfekéni latky a baktericidy ¢asto pouzivany pfi sterilizaci v primarni kontami-
naci béhem vyrobniho procesu. Dezinfek¢éni prostredky jsou Siroce pouZzivané v nemocnicich
a jinych zdravotnickych zatizenich. V téchto prostiedcich se nachazi fada velmi u¢innych
chemickych latek (biocid) jako jsou alkoholy, fenoly, jod nebo chlér. Vétsina z téchto
ucinnych latek vykazuje sirokospektrou antimikrobialni aktivitu [30]. Je velmi dulezité, aby
tyto prostfedky ptsobily v Sirokém rozsahu, jelikoz rizné skupiny bakterii se lisi v citlivosti
na biocidy. Mezi nejodolnéjsi patii bakterialni spory, mykobakterie a nasledné pak gramne-
gativni organizmy, zejména pak rody Escherichia, Salmonella, Pseudomonas, Moraxella,
Helicobacter, Stenotrophomonas, Bdellovibrio, Legionella a mnohé dalsi. Naopak koky
jsou zpravidla nejcitlivéjsi a do této skupiny muzeme zafadit bakterie rodu Micrococcus,
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus a Leuconostoc. Mechanizmy
podilejici se na rezistenci K biocidiim jsou v dnesni dobé intenzivné studovany. Rezistence
je typicka pravé pro bakterialni spory, mykobakterie a gramnegativni bakterie. Tato re-
zistence mize byt izce spojen Se zménou propustnosti bunééné membrany pro antimikrobni
latku [31]. Na biocidni aktivitu ma vliv nékolik faktori, zejména koncentrace, doba kontak-
tu, pH, teplota, interakce skosmetickymi piisadami, a pochopitelné mira kontaminace a
fyziologicky stav danych mikroorganizma. [32]. Dalsim velmi dtleZitym vlivem na aktivitu
dezinfekénich latek je reakce téchto latek s ostatnimi komponentami, které jsou obsazeny v
kosmetickém pftipravku. Tyto reakce mohou zpulsobit snizeni Gi€innosti dezinfekénich pro-
stiedkil proti mikroorganizmim. Typickym piikladem téchto latek jsou napiiklad benzalko-
nium chlorid, chlorhexidin , glukonat a trichlorocarbanilid (TCC) [5].

Aby mohly byt dezinfekéni latky pouzity, musi probéhnout testovani jejich uc¢innosti. ACko-
liv vSechny dezinfek¢ni testy maji stejny konecny cil, a sice méfeni antimikrobialni aktivity

chemické latky nebo piipravku, existuje velké mnozstvi zkuSebnich testti a metod. Antimik-
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robialni u¢innost dezinfekci je velmi ¢asto zkoumana ve ttech fazich testovani. Prvni faze se
tyka laboratornich zkousek, v nichZ se ovéri, zda slouc¢enina nebo smés ma antimikrobialni
aktivitu. Ve druhé fazi testd, je uréeno, za jakych podminek a pfi jakém fedéni je dany pro-
stiedek aktivni: testy simuluji realné podminky, mezi takové testy patii naptiklad testy dez-
infekce povrchti. Posledni etapa zahrnuje testy, které maji provétit ucinnost dezinfekce
V realnych podminkach [33].

3.3 Konzervacni latky v kosmetice

Konzervacni latky se ptidavaji do kosmetiky, aby potlacily mnozeni mikroorganizmui, které
kontaminuji kosmetiku a maji za ukol tyto mikroorganizmy zabijet [5]. Kosmetika nemusi
byt sterilni, ale musi byt pfiméfené konzervovana nebo jinak chranéna pted mikrobialni kon-
taminaci a znehodnocenim. Mikroorganizmy v kosmetickych prostiedcich mohou vést k
infekci, mohou zpusobit zménu barvy nebo zapach prostiedku. Nejvétsi hrozbou kontami-
nace je pritomnost patogenti, které mohou potencialné piedstavovat zdravotni ohroZeni.
Dokonce i nepatogenni mikroorganizmy mohou v kosmetice zpusobit za ur¢itych podminek
onemocnéni (oportunni patogeny) [34]. Tudiz hlavnim tkolem konzervantt je zamezit rizi-

ku zhorSeni vlastnosti produkti a potlaéit Sifeni patogennich mikroorganizmu [5].

Konzervanty budou blize popsany v dalSich kapitolach, jelikoz u¢inna konzervace kosmeti-
Ky neni jednoduchy proces ptidani jednoho nebo vice antimikrobialnich ptisad do formulace.
Za uspéchem konzervace stoji zvazeni mnoha faktord, které ovliviiuji i¢innost a stabilitu
celkové kompozice vyrobku a dale i zvazeni jeho chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Musi
se brat v avahu vyrobni postupy, suroviny a piedpokladané spotiebitelské pouziti. Navic
existuji mnoha omezeni pro pouzivani konzervanti. Jsou to sice latky zabranujici mikrobial-
ni kontaminaci, ale na druhou stranu jsou v dnesni sobé zkoumany a nachazeny jejich nega-

tivni u¢inky na lidské zdravi [34].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

4 KONZERVACNI LATKY V KOSMETICE

Kromé svych hlavnich slozek, jako jsou oleje a voda, kosmetika Casto také obsahuje latky
jako glycerin a sorbitol, které slouzi jako zdroj uhliku pro mikroorganizmy [5]. Dale kosme-
tika obsahuje derivaty aminokyselin a proteiny které mohou mikrobtim slouzit jako zdroj
dusiku [35].

Vzhledem k tomu, ze prosttedi kosmetického produktu miize umoznit rist a mnozeni mik-
roorganizmu, které mohou velmi snadno kontaminovat kosmetické ptipravky, je nezbytné
prostfednictvim konzervacénich latek branit jejich kontaminaci. Riziko kontaminace je znac-

né zejména u kosmetickych prostfedkti s vysokym obsahem vody.

Nezadouci jsou patogenni mikroorganizmy a oportunné patogenni bakterie, jako jsou Sta-
phylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, které jsou ¢asto nalézany v kontaminované
kosmetice [36]. Zdrojem kontaminace ale nejsou pouze mikroorganizmy, které se do kos-
metického prostiedku dostaly v prubéhu vyroby, ale mikroorganismy mohou byt obsazeny
také ve vychozich surovinach, které jsou pro vyrobu pouzity. Velké nebezpeci miize nastat
u hotového vyrobku. Pokud se v hotovém vyrobku pii skladovani pomnozi velké mnozstvi
mikroorganizmi, dojde k odbouravani jednotlivych komponent preparatu. Takova degrada-
ce slozek preparati mize vést ke zméné vlastnosti vyrobku, coz ma za nasledek nezadouci
ucinky na lidskou kuzi [5].

Konzervacni latky pouzivané v kosmetice jsou blize rozebrany v nasledujicim textu.

4.1 Organické kyseliny

4.1.1 Kyselina benzoova

Jeji systematicky nazev je kyselina benzenkarboxylova, trividlni nazev je potom kyselina
benzoova. Ma vzhled bezbarvych krystali. Kyselina benzoova (E210) a jeji soli (sodné
E211, draselné E212 a vapenaté E213) se pouZzivaji jako konzervaéni prostredky. Kyselina
benzoova, jeji soli a estery, jsou U¢inné pii pH 3 - 5 proti bakteriim, kvasinkdm a plisnim

v koncentracich 600 az 1200 ppm [37].
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4.1.2 Kyselina salicylova

Jeji systematicky nazev je kyselina 2-hydroxybenzoova. Kyselina salicylova a jeji soli jsou

ucinné zejména proti bakteriim, kvasinkam a plisnim pii pH 4 - 6.

Maximalni ptipustna koncentrace, ve které mize byt tato kyselina pouzita je 0,5 %. Dale
by se neméla pouzivat viibec do kosmetickych prostfedkil urcenych pro déti do 3 let,
s vyjimkou $ampond, kde je jeji pouziti povoleno [37]. Kromé toho Ze se kyselina salicylova
pouziva jako konzervant, slouzi také jako endogenni regulator rastu rostlin. Bylo zjisténo,
ze se podili na Siroké Skaeu metabolickych a fyziologickych reakci v rostlinach a tim ovliv-

nuje jejich rust a vyvoj [38].

4.1.3 Kyselina sorbova

Kyselina sorbova a jeji soli jsou optimalné uc¢inné pii pH = 6. Tato kyselina mize byt pouzi-
ta v maximalni koncentraci 0,6 %. Plisobi zejména proti kvasinkam a plisnim [37]. Kyselina
sorbova a jeji soli inhibuji ruzné bakterie v rtznych fazich jejich zivotniho cyklu. Tato
schopnost kyseliny sorbové inhibovat bakterie o rizné fyziologické aktivit¢ mize byt zod-
povédna za jeji Siroké spektrum u¢inku. Inhibice rastu bakterii pomoci kyseliny sorbové
muze mit za nasledek pozménéni buné¢nych membran, inhibici transportu latek a inaktivaci

klicovych enzymu [39].

4.2 Alkoholy

4.2.1 Benzylalkohol

Benzylalkohol je bezbarva, ¢ira, slabé aromaticky zapachajici kapalina. Je rozpustna ve vo-
dé, ethanolu a etheru. Je inaktivni pii vysSim pH nez 8. Muze byt pouZzit v maximalni kon-

centraci do 1 % [37].

4.2.2 Dichlorbenzyl alkohol

M4 velmi $iroké spektrum ucinnosti, pouziva se hlavné proti plisnim a kvasinkdm. Optimalni
ucinek ma zejména pii pH 4 - 10. Maximalni pfipustnad koncentrace, ve které mizZe byt pou-
zit je 0,15 %. Tento typ konzervantu je kompatibilni s vétSinou slozek kosmetickych pro-

stiedkd [37].
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4.3 Halogeny

4.3.1 Benzalkonium chlorid

Je u¢inny proti grampozitivnim bakteriim, kvasinkam a plisnim. Optimalni G¢innost dosahuje
pti pH 5 - 9 a mize byt pouzit maximalné v koncentraci 0,25 %. Tento konzervant ale bo-
huzel neni kompatibilni s anionickymi tenzidy, proteiny a nitraty. Mze byt zdrojem alergii

[37].

4.3.2 Bromo- 2-nitro-2-propandiol 1,3

Optimalni G¢innost ma pti pH niz§im nez 8. Jeho obvykla aplikace byva v koncentracich do
0,1 %. Velmi dobie se rozpousti ve vodé a v alkoholech. Nesnasi se s komponentami, které
obsahuji — SH skupinu (napt. cystein) a nékterymi kovy (napt. Al). Je tady mozna reakce
s amidy nebo aminy za vzniku nitrosaminti nebo nitrosamida. Tyto latky jsou povazovany za

kancerogeny [37].

4.4 Ostatni

4.4.1 Dimetylol dimetyl hidantoin

Optimalni Gc¢inek pii pH 4 - 9 proti bakteriim, plisnim a kvasinkam. Je rozpustny ve vod¢ a

alkoholech, maximalni pfipustna koncentrace je 0,6 % [37].

4.4.2 Imidazolidinyl urea

Optimalni u¢inek pii pH 3 - 9, maximalni koncentrace 0,6 %. Jedna se o konzervant s velmi
dobrou rozpustnosti ve vode¢, glycerinu a dalsich alkoholech. Je kompatibilni se vSemi iono-

gennimi tenzidy a také proteiny, je ale citlivy na teploty kolem 40 °C [37].

4.4.3 Orto fenyl-fenol

Stfedné ucinny proti grampozitivnim bakteriim, kvasinkam a plisnim. Optimalni G¢innost pfi

pH 4 - 10. Maximalni pfipustna koncentrace tohoto konzervantu je 0,2 % [37].
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4.4.4 Parabeny

Parabeny jsou skupinou chemickych latek, které jsou Casto vyuzivany pii konzervaci kos-
metickych prostfedkt. V dnesni dobé& jsou ale v podezieni ze mohou mit karcinogenni u¢i-
nek. Jsou to methyl, etyl, propyl, isopropyl, butyl nebo isobutyl kyseliny 4-
né koncentrace u estert jsou 0,4 % a u smési esterd 0,8 %. Nejsou kompatibilni

S neionogennimi a kationickymi tenzidy, estery celulozy a zelatinou [37].

Parabeny jsou dilezité piisady v kosmetickych prosttedcich pro potlaceni ristu mikroorga-
nizmi. Nicméng, vzhledem k ¢etnému pouziti v kosmetice, patii parabeny mezi nejcastéjsi

alergeny a jsou schopny vyvolat alergickou kontaktni dermatitidu [40].

445 Fenoxyetanol

Je velmi ucinny hlavné na gramnegativni bakterie. Optimalni G¢inek vyzaduje pH 4 - 9, do-
porucena koncentrace do 1 %. Fenoxyetanol je Spatné rozpustny ve vod¢, Iépe v alkoholech

[37].

4.4.6 Trichloro-2,4,4-hydroxy-2-difenyleter

Je uc¢inny na bakterie grampozitivni. Optimalniho G¢inku je dosazeno pii pH 4 - 9 a jeho
maximalni pfipustnd koncentrace je 0,3 %. Je nerozpustny ve vod¢, rozpousti se zejména
v organickych rozpoustédlech. Nelze jej kombinovat s neionogennimi tenzidy a lecitiny
[37].
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5 FAKTORY OVLIVNUJICI UCINNOST KONZERVACNICH
LATEK

Volba vhodného konzervantu je zavisla na mnoha faktorech. Zavisi na jeho rozpustnosti ve
vodg¢, jelikoz mikroorganizmy rostou zejména ve vodné fazi piipravku. Dale zavisi na pH
systému. Vhodné pH pro rGst a mnozeni mikroorganizmi se pohybuje kolem neutralniho
bodu. Antimikrobika fenolické povahy (estery kyseliny hydroxybenzoové) jsou nejucinnéjsi
pii pH = 8, ale na druhou stranu latky obsahujici kvartérni dusik jsou u¢inné pouze
v alkalické oblasti pH. Dalsi velmi vyznamny faktor je rozdélovaci koeficient mezi vodnou a
olejovou slozkou. Velmi diilezitou podminkou pro kazdé antimikrobiotikum je, Ze musi byt

kompatibilni se vSemi dal§imi sloZkami, které jsou obsazeny v kosmetickém prostiedku

[34].

Jelikoz existuje mnoho faktort, které ovliviiuji t¢innost konzervace, neni mozné najit ideal-
ni konzervac¢ni latku. Takova latka by musela mit Siroké spektrum aktivity, coz je schopnost
konzervacni piisady eliminovat Sirokou Skalu mikroorganizmi. Takovy vyrobek by musel
byt ucinny jak proti gramnegativnim tak grampozitivnim bakteriim, kvasinkam a plisnim.
Obvykle je pouzivan konzervacni systém k dosazeni tohoto cile. Kosmetické konzervanty
by mély byt u¢inné pti nizkych koncentracich, aby se snizily naklady, minimalizovaly toxické
ucinky a nesmi mit nepfiznivy vliv na fyzikalni vlastnosti hotového vyrobku. Konzervant by
mél byt stabilni pii jakychkoliv podminkach, které mohou nastat pii vyrobé kone¢ného pro-
duktu (tj. teplota, pH, atd.). Idealni kosmetické konzervanty by mély nabidnout ochranu pii
vyrob¢ a mély by zachovat ucinnost kosmetického vyrobku po dobu ptedpokladané zivot-

nosti vyrobku v rukou spotiebitele [37].
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. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITY MATERIAL

6.1 Kmeny bakterii

Antimikrobidlni G¢inky byly testovany na gramnegativnich bakteriich. Konkrétné bylo pra-
covano s kmeny bakterii Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM
3955.

6.2 Testované konzervacni latky

e Konzervant Verstatil PC (Dr. Straetmans)
Slozeni (INCI) : Fenoxyetanol (Phenoxyethanol), Kaprylylglykol (Caprylyl Glycol)

Podle vyrobce je tento konzervant spolehlivy pro konzervaci produkti péce o plet. Je
rozpustny ve vodé, chemicky stabilni S nizkym dopadem na stabilitu kosmetického pro-
stiedku. Pouziti tohoto konzervantu je nezavislé na pH daného kosmetického piipravku

[41].
e Konzervant Verstatil SL (Dr. Straetmans)

Slozeni (INCI) : voda (Aqua), Levulinat sodny (Sodium Levulinate), Sorbat draselny (Po-

tassium Sorbate)

Tento konzervant je podle vyrobce dobie snasenlivy s pokozkou, dale se jedna o produkt,
ktery lze snadno zakomponovat do formulace kosmetického prostfedku. Doporucuje se
pouziti v kombinaci s antimikrobialnimi povrchové aktivnimi latkami pro zlepSeni vlastnosti
piipravku. Pro jeho pouziti je nezbytné, aby se pH daného kosmetického piipravku pohybo-

valo v rozmezi 4 — 6 [41].
e Konzervant Verstatil BP (Dr. Straetmans)
Slozeni (INCI) : Fenoxyetanol (Phenoxyethanol), kyselina benzoova (Benzoic acid)

Tento konzervant obsahuje synergickou smés fenoxyetanolu a kyseliny benzoové a nezpi-
sobuje barevné zmény kosmetického prostiedku. Pro jeho pouziti je nezbytné, aby se pH

daného ptipravku pohybovalo v rozmezi 4 — 6 [41].
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6.3 Testované kosmetické pripravky

K testovani antimikrobidlni i¢innosti byly podle zadané zakladni receptury ptipraveny vzor-

Ky pletovych vod.

e Zakladni receptura pletové vody

SloZeni:

Tween 40 (HiMedia) 8,94
Spolapon AES (Enaspol a.s.) 12,719
Cocamidopropyl betain (Enaspol a.s.) 6,67 g
NOVETHIX L-10 polymer (Lubrizol) 1649
Destilovana voda 70,129
Slozeni celkem 100 g

Prvnim krokem pro pfipravu pletovych vod bylo, Ze se nechal zbobtnat polymer
NOVETHIX (polymer: voda = 1 : 3). Jelikoz u ptipravy kontrolniho vzorku bylo zjisténo,
ze polymer se $patné rozpousti, bylo provedeno jeho nabobtnani. Nasledné byly vSechny
suroviny navazeny do kadinky a byly michany na vysokorychlostnim mixéru Heidolph RZR
2020. Po dokonalém vymichani na homogenni smés byly k této zakladni receptuie piidany
rizné typy konzervanti o riznych koncentracich. Byly pouzivany tfi typy konzervant o
tfech riznych koncentracich. V posledni fazi bylo pH pletovych vod upraveno pomoci ky-
seliny citronové na pH 4,5 - 5,5. Timto postupem bylo ziskano 9 rtznych vzorka pletovych
vod, které se liSily typem pouzité konzervacéni latky a jeji koncentraci. Desatym vzorkem byl
vzorek kontrolni, do kterého nebyla piidana zadna konzervacni latka. Piehled jednotlivych

vzorki pletovych vod a mnozstvi pouzitych konzervacnich latek je uvedeno v Tab. 4.
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Tab. 4. Pridavek konzervantu do zakladni receptury

Vzorek Konzervant MnoZstvi konzervantu
[a]
1 Versatil PC 084
2 Versatil PC 094
3 Versatil PC 19
4 Versatil SL 1g
5 Versatil SL 15g
6 Versatil SL 24
7 Versatil BP 054
8 Versatil BP 0,759
9 Versatil BP 1g
10 kontrola Bez konzervantu -

6.4 Pristroje a vybaveni

Vysokorychlostni mixér Heidolph RZR 2020

Digitalni vahy, OHAUS, Svycarsko

Autoklav Varioklav H+P, Némecko

Laboratorni sklo (sklenéné pipety, sterilni misky, sterilni hokejky, sterilni klicky, kadinky,

sklenéné zkumavky)

Laboratorni plasty (plastové zkumavky, sterilni Spicky)

Automatické mikropipety Biohit a Nichipet ex.

Lednicka

Plynovy kahan

Vortex, (Heidolph REAX top), Némecko
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Denzitometr (Unimed), Ceska republika

Biologicky termostat BT 120, Ceska republika

6.5 Média pro kultivaci

6.5.1 TSA agar ( Soyabean Casein Digest Agar)

SloZent:
TSA agar (HiMedia) 16,0 ¢
Destilovana voda 400,0 ml

Ptiprava: Bylo navazeno 16 g TSA agaru do sklenéné lahve a nasledné rozpusténo ve 400
ml destilované vody. Takto ptipravené médium bylo déno do autoklavu, kde bylo sterilizo-

vano V autoklavu pii 132 °C po dobu 20 minut.

6.6 Priprava roztoki

6.6.1 Redici roztok

SloZeni:

Casein Enzyme Hydrolyste (HiMedia) 0,2¢
NaCl (LachNer) 1,79
Destilovana voda 200,0 ml

Ptiprava: Suroviny byly navazeny do sklenéné lahve a rozpustény ve 200 ml destilované
vody. Takto pfipraveny fedici roztok byl sterilizovan v autokldvu pii 132 °C po dobu 20

minut.

6.6.2 Neutraliza¢ni roztok

Slozeni:

Eugonic LT 100 Brook Base (HiMedia) 12,96 g
Tween 80 (HiMedia) 500

Destilovana voda 1 000,0 ml
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Ptiprava: Nejdfive bylo navazeno 5 g Tweenu 80 do sklenéné lahve a rozpusténo v 1000 mi
destilované vody. Tuto smés bylo nutno zahftat, jelikoz Tween 80 je tenzid a Spatné se roz-
pousti ve studené destilované vodé. Dale bylo navazeno 12,96 g Eugonic LT 100 Brook
Base do sklenéné lahve a rozpusténo ve 400 ml smési Tween 80 s destilovanou vodou. Tak-
to pripraveny neutraliza¢ni roztok byl nasledn¢ sterilizovan v autoklavu pti 132 °C po dobu

20 minut.
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7 POUZITE METODY

7.1 Stanoveni antimikrobialni ochrany pletovych vod

7.1.1 Priprava vzorku

Ptipravené pletové vody byly pipetovany do sterilnich plastovych zkumavek. Plastové zku-
mavky a vicka byly sterilizovany UV zafenim po dobu 20 minut. Ze zasobnich roztoku ple-
tovych vod bylo odebirano 10 ml do kazdé ze zkumavek. Nakonec bylo ziskano 60 vzorkt
pletovych vod, které byly dostatecné popsany, aby nedoslo k nezddouci zdmén¢. Bylo zis-
kano 30 zkumavek s jednotlivymi testovanymi vzorky lisicich se typem pouzité konzervacni
latky a jejich koncentraci, které byly zaockovany danymi mikroorganizmy. Bylo pracovano
se tfemi typy konzervantl o tfech rtiznych koncentracich a byly pouzivany dvé gramnega-
tivni bakterie. VSe bylo provadéno ve dvou opakovanich, proto je vysledny pocet zkuma-

vek 60.

Rozpis vSech zkumavek a jejich obsah je uveden v ptiloze 1.

7.1.2 Priprava kultur na zao¢kovani

Pro testy byly pouzity gramnegativni bakterie Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955. Z této kultury byla pfipravena 1. subkultura pomoci kiizového roz-

téru.
Provedeni kiizového roztéru:

Kultura byla odebrana sterilni klickou a byla nanesena na povrch pfipraveného pevného
kultivaéniho média. Poté byla klicka vyzihana a naneseny vzorek byl rozetfen pomoci 4
rovnobé&znych ¢ar. Nasledné byla klicka znova vyzihana a byly provedeny dalsi 4 ¢ary kolmo
K tém piedeslym. Poté byla klicka vyZihana a na pudu byly udélany dalsi 4 ¢ary ptes ty pre-
deslé. Nakonec byla klicka vyzihana a ptes posledni ¢ary byl udélan hadek

Takto ptipravend 1. subkultura byla kultivovana na TSA agaru pti 30 °C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti této doby byla z prvni subkultury ptipravena 2. subkultura stejnym zpisobem,

ktera byla nasledné pouzivana pro piipravu inokula slouziciho k zao¢kovani pletovych vod.
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7.1.3 Priprava inokula pro zao¢kovani pletovych vod

Do dvou sklenénych sterilnich zkumavek bylo napipetovano 4,5 ml fediciho roztoku. Déle
byly k ptipravé inokula pouzity pfipravené 2. subkultury Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa na pevné pud¢, ze kterych byly sterilni klickou odpichnuty izolované kolonie a

ty byly nasledné suspendovany do piipravenych zkumavek.

Tyto suspenze ve zkumavce byly dostatecné promichany na vortexu, tak aby vznikla homo-
genni smés a byly proméfeny na denzitometru. Bylo nutné, aby hodnoty na denzitometru
ukazovaly 1. stupent McFarladnovy zékalové stupnice. Pokud byly hodnoty nizsi, tak byly
sterilni klickou ptidana kultura, pokud naopak byly hodnoty vyssi, bylo nutno suspenzi na-
tedit. Takto pfipravené suspenze bylo mozno pouzit jako inokulum. Do kazdé plastové ste-
rilni zkumavky obsahujici pletovou vodu bylo zaockovano 100 pl takto ptipraveného ino-
kula. Byly pfipraveny dvé inokula, jedno obsahujici bakterii Esecherichia coli a druhé obsa-
hujici bakterii Pseudomonas aeruginosa. Dale bylo pfipraveno i 10 kontrolnich zkumavek,
které nebyly zaockovany mikroorganizmy. Zkumavky byly peclivé popsany, aby nedoslo

k zaméné.

7.1.4 Stanoveni po¢tu bunék ve vzorcich pletovych vod

Stanoveni poctu bunék ve vzorcich pletovych vod bylo provadéno v dnech 0, 7, 14 a 28

ode dne zaoCkovani pletovych vod.

a) Den 0 - bylo vyockovano na pevné pudy pouze inokulum, které bylo 4x naifedéno. Ci-
lem bylo zjistit pocatecni pocet bun¢k zaockovanych do jednotlivych vzorkt pletovych

vod.
Postup Fedéni inokula pred za¢atkem inkubace vzorki (den 0):

Byla pfipravena fada 4 sterilnich sklenénych zkumavek s 10 ml sterilniho fediciho roztoku.
Bylo odebrano 0,1 ml pfipravené¢ho inokula a to bylo pfeneseno do 1. zkumavky. Poté byl
dobie promichan obsah 1. zkumavky na vortexu a z té zkumavky bylo odebrano 0,1 ml a

pfeneseno do dalsi zkumavky. Takto bylo pokracovano az do 4. fedéni

Z jednotlivych fedéni inokula bylo pomoci automatické pipety vyo¢kovano 100 pl na tuhé
pudy (TSA agar) a tento objem byl rozetten po povrchu pidy pomoci sterilni hokejky. Tak-
to pripravené pudy byly kultivovany pfi teploté 30°C po dobu 48 hodin. Po uplynuti této
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doby byly misky vyhodnoceny, byly spocitany kolonie a vypocitany hodnoty CFU/ml — ko-

lonie tvoticich jednotek v 1ml.

b) Den 7,14 a?28

Tyto dny udéavaji dobu vyockovani pletovych vod na pevné pidy od doby zaockovani ple-
tovych vod. V tyto dny se provadéla 3 po sobé jdouci fedéni.

Postup fedéni v téchto dnech:

Do 1. zkumavky bylo napipetovano 4,5 ml neutralizacniho roztoku + 0,5 ml zaockované
pletové vody. Tato suspenze byla dobfe promichana na vortexu. Ve 2. zkumavce bylo 4,5
ml fediciho roztoku a do této zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml suspenze ptipravené ve
zkumavce ¢. 1, takto pfipravena suspenze byla dobie promichana. Ve 3. zkumavce bylo 4,5
ml fediciho roztoku a bylo do ni pfidano 0,5 ml suspenze ptipravené ve zkumavce €. 2, tato

suspenze byla dobie promichana.

Na pevné pudy bylo nasledné vyockovano 100 pl vzorkti odebranych ze zkumavky €. 2 a €.
3. Tento objem byl nasledné rozetten sterilni hokejkou. Poté byly ptidy kultivovany pfti tep-
loté 30°C po dobu 48 hodin. Po uplynuti této doby byly spocitany kolonie a vypocitany
hodnoty CFU/ml. Nakonec byly vyhodnoceny vysledky a udany zavery.

7.1.5 Vypocet poétu kolonie tvoiicich jednotek v 1 ml vzorku (CFU/mI)

Tento vypocet je nezbytny pro ziskani hodnot, které jsou ndsledné vyneseny do grafi a

hodnoti se podle nich ucinnost danych konzervacnich latek.

e Ukdazka vypoctu CFU/ml pro inokulum (den 0):

rumérny pocet kolonii 1000l
CFU/ml =E Y PO F— D
redéni pipetovany objem (ul)
500 1000 (ul) : ,
CFU/ml = . = 5-10"° kolonii na 1 ml

1073 100 (ul)
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Antimikrobialni ucinnost testovanych pletovych vod

Antimikrobidlni G¢innost byla testovana pouzitim 3 riznych konzervaénich latek ve 3 rtz-
nych koncentracich, které byly ptidany do piipravenych pletovych vod. Uginnost konzer-
vantd byla sledovana na gramnegativnich bakteriich Escherichia coli a Pseudomonas aeru-

ginosa, které byly zao¢kovany do piipravenych pletovych vod.

Pro jednotlivé vzorky pletovych vod byly vypocteny hodnoty CFU/ml. Tyto hodnoty v ¢ase
0 (tedy ihned po zao¢kovani) a hodnoty po 7, 14 a 28 dnech inkubace vzorku, byly vynese-
ny do grafii. Pro vétsi pfehlednost byly do jednoho grafu zaznamenany vysledky pro vsech-
ny pouzité koncentrace daného konzervantu. Grafy jsou v nasledujicim textu okomentova-
ny, a byla posuzovana antimikrobialni ochrana pletovych vod. Bylo tedy zjisténo, zda pou-
zité konzervanty dokazi potlacit rist gramnegativnich bakterii Escherichia coli a Pseudo-

monas aeruginosa ve vzorcich pletovych vod.

8.1.1 Vliv konzerva¢nich latek na gramnegativni bakterii Escherichia coli

Hodnoty CFU/ml pro den 0 jsou ve vSech vyhodnocenich stejné, jelikoz jsou to hodnoty
inokula, obsahujici bakterii Escherichia coli, kterym byly zaockovany vsechny plastové
zkumavky uréené pro dany mikroorganizmus. Tato hodnota, tedy pocet bunék na zacatku
testovani, byla 5.10° CFU/ml. V grafu byly vyhodnoceny pouze vysledky, které byly ziskany
po odeétu po 7, 14 a 28 dnech. Den 0 byl 5.10° kolonii na 1 ml pro viechny tfi nasledujici

grafy.

60000
50000
40000
CFU/mI 30000
20000

10000 e
O -'-_-—-___—___“;—"———__ e
] T T ]

7 14 21 28

pocet dni

=—f—konzervant\Versatil PC 0,8% == konzervant Versatil PC 0,9%

konzervant Versatil PC 1%

Obr. 4. Pocet bunék (CFU/ml) Escherichia coli ve vzorcich pletovych vod obsahuji-

cich konzervant Versatil PC o koncentracich 0,8 %, 0,9 % a 1 %
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Na obrazku 4. je graficky znazornén pocet bun¢k E. coli ve vzorcich pletovych vod obsa-
hujicich Versatil PC v koncentracich 0,8 %, 0,9 % a 1 %. Jak jiz bylo feceno vyse, hodnota
pro den 0 je 5.10° kolonii na Iml. Jak je z grafu patrné v den 7 byly viechny t¥i hodnoty
CFU/ml ptiblizné 1.10 kolonii, coZ znamena Ze konzervanty ve viech koncentracich snizily
kontaminaci pletovych o0 leden logaritmicky fad. Toto snizeni ale neni dostatecné a takové
mnozstvi bunék E. coli neni piijatelné v zadném kosmetickém piipravku. Po uplynuti dal-
Sich sedmi dni, tedy v den 14 je patrné, Ze se pocet bun¢k snizil téméf na nulovou hodnotu.
Je tedy mozno fict, Ze po 14 dnech inkubace vzorkl pletovych vod je kosmeticky prostie-
dek z hlediska spotiebitele bezpecny. Pii delsi dobé skladovani vzorkl pletovych vod vsak
pocet bun¢€k nardstal, coz naznacuje adaptaci bun¢k E. coli k pouzité konzervaéni latce.
Posledni testovani bylo provedeno 28 dni od zaoCkovani pletovych vod. Z grafu je ziejmé,
ze mikrobidlni kontaminace mezi dny 14 a 28 velmi vzrostla a hodnoty CFU/ml pro konzer-
vant Versatil PC 1 % se pohybuji kolem 33.10° kolonii na 1 ml, hodnoty CFU/ml pro kon-
zervant Versatil PC 0,9 % jsou kolem hodnoty 37.10° a je vidét Ze nejvice u¢inny byl kon-
zervant Versatil PC 0,8 % kde se hodnoty CFU/mI pohybuiji okolo 48.10° kolonii na 1 ml.

70000
60000 /.
50000 — :
40000 =
cFu/ml _— =
20000 —
10000 ; /
o "/ : :
7 14 21 28
pocet dni
—&— Konzervant Versatil SL 1% -—l—konzervant Versatil SL1,5% konzervant Versatil SL 2%

Obr. 5. Pocet bun¢k (CFU/ml) Escherichia coli ve vzorcich pletovych vod obsahujicich

konzervant Versatil SL o koncentracich1 %, 1,5% a2 %

Obrazek 5. znaroznuje antimikrobidlni G¢innost konzervantu Versatil SL o koncentracich
1%,1,5% a 2%. Kiivky, které zobrazuji u¢innost konzervantii Versatil SL v koncentraci
1,5% a 2% jsou téméf totozné, tudiz se da fici, ze vykazuji stejnou aktivitu vici E. coli.
Hodnota CFU/mI pletovych vod v den 0 byla 5.10°, coZ znamen4, Ze viechny konzervanty
v den 7 tuto kontaminaci snizily na hodnoty kolem 9.10° kolonii na 1 ml, coz jsou ale neu-
stale nepiipustné hodnoty vzhledem k nutnosti zajistit bezpec¢nost kosmetického prostiedku.

Po 14 dnech se mikrobialni aktivita vyrazné snizila téméf na nulovou hodnotou, coz jsou
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hodnoty piipustné k pouziti daného kosmetického piipravku. Podobné jako v ptipadé Ver-
satilu PC, i v téchto vzorcich doslo po dvou tydnech k opétovnému nartistu po¢tu bunék a

pouzitou konzervacni latku tedy nelze povazovat za ti¢innou.

Posledni testovani prob&hlo 28 den, zde je vidét Ze mikrobidlni kontaminace vzrostla u kon-
zervantu Versatil SL 1,5% na hodnoty 64.10° kolonii na 1 ml, a nejvyssi Gi¢inek prokéazaly
konzervanty Versatil SL 1% a 2%, kde se hodnoty CFU/ml pohybuji okolo 49.10° kolonii
na 1 ml. Je tedy patrné ze konzervant od 14 dne po 28 den snizil svou ucinnost a neni vhod-

nym konzervantem pusobicim proti bakterii Escherichia coli.
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Obr. 6. Pocet bunék (CFU/ml) Escherichia coli ve vzorcich pletovych vod obsahujicich

konzervant Versatil BP o koncentracich 0,5 %, 0,75 % a1 %

Posledni graf tykajici se bakterie Escherichia coli ukazuje antimikrobialni a¢innost konzer-
vantu Versatil BP v koncentracich 0,5 %, 0,75 % a 1 %. V den nula byla hodnota mikrobi-
alni kontaminace pletovych vod 5.10° CFU/ml. Po sedmi dnech, jak je vidét z grafu byla
kontaminace snizena na hodnoty kolem 11.10° kolonii na 1 ml pro konzervanty ve viech
koncentracich. V den 14 je tomu presné tak jako v pfedchéazejicich dvou grafech, pocet bu-
nék byl vyrazné sniZzen. Tyto vysledky se ale zménily po uplynuti dalSich 14 dni, protoze
mikrobialni aktivita zacala opét velmi nardstat. Hodnoty u konzervantu Versatil BP 0,5 %
byly okolo 64.10° kolonii na 1 ml, hodnoty konzervantu Versatil BP 1 % vykazuji hodnoty
okolo 45.10° CFU/ml a za nejuéinngjsi je na zékladé grafu mozno povazovat konzervant
Versatil BP v koncentraci 0,75 %, kde jsou hodnoty okolo 39.10° kolonii na 1 ml. Rozdily
ve stanovenych hodnotach CFU/ml pro ruzné koncentrace konzervaéni latky jsou vsak vel-

mi malé a fddove se pohybuji stale ve stejném rozsahu.
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Ani u této konzervacni latky nebyly prokazany dostate¢né ucinky vici E. coli a konzervant
Versatil BP v zadném piipadé nevyhovuje pozadavkiim nutnym pro zakonzervovani téchto

ptipravenych pletovych vod.

8.1.2 Vliv konzervaénich latek na gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa

Hodnoty CFU/ml pro den 0 jsou ve vSech vyhodnocenich stejné, jelikoZ jsou to hodnoty
inokula, obsahujici bakterii Pseudomonas aeruginosa, piepocitané na objem zao¢kovaného
vzorku. Tato hodnota byla 9.10° CFU/mI. V grafu byly vyhodnoceny pouze vysledky, které
byly ziskany po odedtu po 7, 14 a 28 dnech. Den 0 byl tedy 9. 10° kolonii na 1 ml pro

vSechny tii nasledujici grafy.
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Obr. 7. Pocet bunék (CFU/ml) Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich pletovych vod obsa-

hujicich konzervant Versatil PC o koncentracich 0,8 %, 0,9 % a1 %

Na obr. 7 jsou znazornény hodnoty CFU/ml pro bakterii Pseudomonas aeruginosa, ktera
byla zaockovana do vzorkl pletovych vod obsahujicich konzervacni latku Versatil PC
Vv koncentracich 0,8 %, 0,9 % a 1 %. V den 0 byla hodnota po¢tu bunék P. aeruginosa v
pletovych vodach 9.10° kolonii na 1 ml, jak je jiz uvedeno vyie. V den 7 se hodnoty
CFU/ml pro konzervant Versatil PC 0,9 % pohybuji okolo 10.10*> CFU/mI, hodnoty pro
konzervanty Versatil PC 0,8 % a 1% se pohybuji okolo 8.10° CFU/mI. Ve shodé s vysledky
ziskanymi pro E. coli, i zde byl pozorovan po 14 dnech inkubace vzorki vyrazny pokles
poétu mikroorganizmti. V den 28 jsou hodnoty konzervantu Versatil PC 0,9 % 23.10°
CFU/ml, a lze tedy tuto koncentraci povazovat za nejméné G¢innou. Hodnoty pro konzer-

vant Versatil PC 0,8 % jsou 18.10° kolonii na 1 ml. Za nejudinngjsi v tento den je moZno
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povazovat podle grafu konzervant Versatil PC 1%, jehoZ hodnoty se pohybuiji okolo 14.10°
CFU/ ml.
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Obr. 8. Pocet bunék (CFU/ml) Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich pletovych vod obsa-

hujicich konzervant Versatil SL o koncentracich 1 %, 1,5% a2 %

Na obrazku 8. jsou uvedeny poc¢ty bun¢k ve vzorcich v jednotlivych ¢asovych intervalech.
Utinnost konzervantu Versatil SL byla sledovana v koncentracich 1 %, 1,5 % a 2 %. V den
0 byla mikrobialni kontaminace pletovych vod 9.10° CFU/mL. V den 7 jak je vidét v grafu je
uc¢innost konzervantt Versatil SL 1 % a 1,5 % téméf totozna a odpovida hodnotam 10.10°
kolonii na 1 ml. Hodnoty pro konzervant Versatil SL 2 % jsou 6.10° CFU/ml, coZ naznadu-
je, Ze tato nejvyssi testovana koncentrace ma nejvyssi inhibi¢ni Géinky na dany mikroorgani-
zmus. | v ptipadé vysledkd pro P. aeruginosa bylo zaznamendno vyrazné snizeni hodnot
CFU/ml vodbéru po dvou tydnech inkubace. Od 14. dne vSak také dochazelo
k opétovnému mnozeni bunék P. aeruginosa a hodnoty byly dokonce vyssi nez tomu bylo
v den 7. V zavéreéné fazi testu se da podle vysledki za nejucinnéjsi povazovat konzervant
Versatil SL v koncentraci 2 %, u kterého se hodnoty CFU/ml pohybuiji okolo 6.10%, coz je
hodnota srovnatelna se dnem 7. Naopak u konzervantu Versatil SL 1 % a 1,5 % tato kon-

taminace vzrostla az na hodnoty okolo 23.10°,
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Obr. 9. Pocet bunék (CFU/ml) Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich pletovych vod obsa-

hujicich konzervant Versatil BP o koncentracich 0,5 %, 0,75 % a1 %

Na obrazku 9. je graficky znazornéna G¢innost konzervantu Versatil BP o koncentracich 0,5
%, 0,75 % a 1 %. V den 0 byla hodnota mikrobialni kontaminace pletovych vod rovna hod-
noté 9.10° CFU/ml. V den 7 je podle grafu nejudinngjsi koncentraci tohoto konzervantu
koncentrace 0,75 %, ktera vedla ke zna¢nému poklesu hodnot CFU/ml v testovanych vzor-
cich. Konzervanty Versatil BP 0,5 % a 1 % vykazovaly hodnoty 7.10° CFU/ ml.

Opét lze pozorovat snizené mnozstvi bakterii po dvou tydnech inkubace s naslednym ope¢-
tovnym mnozenim téchto bakterii. Nejucinnéjsi koncentraci Versatilu BP byla koncentrace
0,75 % a hodnoty se Vv téchto vzorcich vod pohybuji okolo 17.10° CFU/mI. Konzervant
Versatil BP 0,5 % vykazuje hodnoty 21.10° kolonii na 1 ml. Podle grafu je za nejméng uéin-
ny povazovan konzervant Versatil BP v 1% koncentraci, pii jehoz G¢inku se hodnoty
CFU/ml pohybuiji okolo 30.10°.

8.2 Zavérecna diskuze vSech vysledki

Zatézové testy pro hodnoceni Gcinnosti konzervacnich latek byly provadény v souladu s
legislativnimi pozadavky. Vysledky antimikrobialni ochrany piipravenych pletovych vod
byly vyhodnoceny na zakladné sestrojeni grafu, které uvadi hodnoty CFU/ml vypoctené pro
jednotlivé vzorky pletovych vod.

Bylo sestrojeno 6 grafll, prvni tfi se tykaji gramnegativni bakterie Escherichia coli a dalsi tti
se tykaji gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. Ze vsech grafi je patrné, Ze

konzervanty, které byly pouzity a to konkrétn¢ konzervant Versatil PC o koncentraci 0,8
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%, 0,9 % a 1 %, dale konzervant Versatil SL o koncentraci 1 %, 1,5 % a 2 % a konzervant
Versatil BP o koncentraci 0,5 %, 0,75 % a 1 %, snizily V prvni poloving testu pocatecni
mikrobialni kontaminaci. Hodnoty po¢tu bun¢k na zacatku testu se pro oba mikroorganizmy
pohybovaly v rozmezi 10°-10° CFU/ml. V prvnim odbéru vzorkt po 7 dnech, i ve druhém

odbéru po 14 dnech byla tato poc¢atecni hodnota vlivem konzervaéni latky snizena.

Utinek konzervacnich latek byl nejvyssi po 14 dnech inkubace vzorki pletovych vod. Uko-
lem konzervaéni latky se vSak zajistit bezpe¢nost vyrobku po dobu jeho pouzivani spotiebi-

telem a z tohoto hlediska je dvoutydenni G¢innost naprosto nedostacujici.

Vsechny testované konzervacni latky ztracely svoji ii€innost beéhem testu a pravdépodobné
zde dochazelo bud’ k inaktivaci konzervantu vlivem interakce se slozkami kosmetického

prostfedku, nebo se mikroorganizmy ve vzorku dokéazaly adaptovat na dané prostiedi.

Navic se nabizi otazka, zda jsou pripravené pletové vody dostatecné stabilni a v prubehu
skadovani nedochazi ke zménam jejich chemického slozeni a vlastnosti. Studium téchto
aspektli vSak nebylo predmétem piedkladané bakalarské prace, ta se soustfedila pouze na

antimikrobidlni aktivitu konzervacnich piisad ptidanych do pletovych vod.

Kone¢né zhodnoceni dosazenych vysledkii tedy mize znit nésledovné. Pouzité¢ komercné
dostupné konzervacni latky nelze pouzit pro konzervaci ptipravenych pletovych vod o sta-
vajicim sloZeni. Koncentrace konzervacnich latek byly voleny podle doporuceni vyrobce,
avSak vtomto rozmezi nedokazaly vést k uspokojivé inhibici gramnegativnich bakterii

Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa.

V kapitole 6.2. jsou uvedeny aktivni slozky konzervacnich preparatti pouzitych v této praci.
Jednou z téchto slozek je sorbat draselny (INCI Potassium Sorbate). Tato latka byla testo-
vana na gramnegativnich bakteriich Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa a dale na
mikromycetach Aspergillus niger a Candida albicans. Ve zminované studii byl sorbat pti-
davan do rinse-off kosmetickych prosttedkd, tedy prostiedki, které se z pokozky oplachuji.
Byl pouzit v koncentraci 0,4 %. Autofi studie potvrdili jeho vysokou téinnost. Jiz za jeden
tyden byl schopen snizit mikrobialni kontaminaci na pozadovanou hodnotu [42]. Vysledky
vySe uvedené studie nelze potvrdit praktickou ¢asti této bakalaiské prace. I presto Ze tato
latka byla obsazena v konzervantu Versatil SL, G¢innost Versatilu nebyla dostate¢na pro

snizeni mikrobialni kontaminace na pozadovanou hodnotu.
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Dalsi ze slozek pouzitych konzervantl je fenoxyetanol, ktery je podle literatury sdm o sob¢
ucinny proti bakteriim az ve vysSich koncentracich. Je tedy mozné, Ze byl v pouzitych kon-
zervantech zastoupen v mensich koncentracich, nez odpovidaji jeho u¢inku proti bakteriim.
Navic fenoxyetanol neni podle uvedeného zdroje pfili§ G¢inny proti gramnegativnim bakteri-

im, coZ by se dalo potvrdit praktickou ¢asti této bakalarské prace [34].

Podle literatury jsou konzervanty pln¢ G¢inné pokud spliji tzv. kriteria A, coz znamena, ze
vyrobek je chranén vii¢i mikrobialni kontaminaci a mikrobiologické riziko je tolerovatelné.
Kriteria A jsou splnéna pokud konzervant snizi mikrobialni kontaminaci kosmetického pii-
pravku nejméné o tii logaritmické fady. Lze tedy konstatovat, Zze pouzité konzervanty
vV ramci zatézového testu nespliuji tato kriteria A, protoze nedoslo ani v pfipadé jednoho

mikroorganizmu k dostate¢nému sniZeni po¢tu bunék v pletovych vodach. [43].

Jednou ze slozek komer¢nich piipravkd pouzivanych v této bakalarské praci byla i kyselina
benzoova (INCI Benzoic Acid), ktera je podle literatury Sirokospektra a G¢inna proti gram-
negativnim bakteriim a jejim mechanizmem ucinku je naruSeni funkce cytoplazmatické
membrany. Téchto ucinkti vSak nebylo dosazeno v testovanych koncentracich a v pletovych

vodach o daném slozeni [43].
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9 ZAVER

Bakalarska prace byla zamétena na konzervacni latky pouzivané v kosmetice a na testovani
jejich ucinnosti. Kosmetické prostiedky musi spliiovat celou fadu pozadavki, aby mohly byt
uvedeny na trh a vyuzivany spotiebitelem. Nejdulezitéj$im pozadavkem je jejich bezpec¢nost,
a to i bezpe¢nost mikrobiologicka. Cela fada mikroorganizmi mize kontaminovat kosmeti-
ku a zpusobit celou fadu nezadoucich jevil, at’ uz piimé ohrozeni zdravi spotiebitelatky,
jejichz ucinek v konkrétnim vyrobku musi byt ovéfen.

Prakticka Cast bakalatské prace se zabyva konkrétnim testovanim antimikrobialni ochrany
pletovych vod ptipravenych podle zakladni receptury. Do téchto vod byly ptidany konzer-
vanty typu Versatil PC o koncentraci 0,8 %, 0,9 % a 1 %, dale Versatil SL o koncentraci 1
%, 1,5 % a 2 % a konzervant Versatil BP o koncentraci 0,5 %, 0,75 % a 1 %. Dale byly do
téchto vod zaoCkovany gramnegativni bakterie Escherichia coli a Pseudomonas aerugino-
sa. Zatézove testy probihaly vzdy 28 dni a vysledky byly odecitdny ve dni 0, 7, 14 a 28 a
byly vyhodnoceny na zakladné grafti, do kterych byly zaneseny hodnoty CFU/m.

Konkrétni vysledky byly vyhodnoceny a diskutovany a bylo zji$téno, Ze ani jeden z pouZi-
tych konzervantii neni sam o sob& dostateéné ucinny pro dostateCnou antimikrobialni

ochranu téchto piipravenych pletovych vod.

Na zavér této prace se tedy da fici, Ze tyto konzervacni latky za podminek popsanych
Vv praktické ¢asti prace nemohou byt pouzity, jelikoz vysledky jejich antibakterialniho pliso-
beni na Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa nejsou dostate¢né. Pii pouziti takto
zakonzervované pletové vody by mohlo dojit k ohroZeni zdravi spotiebitele, k nezadoucim

reakcim na pokozce, nebo ke znehodnoceni vyrobku a zméné jeho vlastnosti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
TCC  Trichlorocarbanilid

ppm Parts per milion (pocet ¢asti na 1 milion)

CFU Kolonie tvoticich jednotek (Colony forming unit)

Al Hlinik

EU Evropska Unie

GMP  Spravna vyrobni praxe (good manufacturing practise)
E210  E-&ka, stabilizatory a konzervanty

HEPA  Specialni, vysoce ucinny systém vhanéni Cistého vzduchu (High Efficiency Par-

ticularte Air)
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PRILOHA P I: PRESNY ROZPIS ZKUMAVEK A JEJICH OBSAH

Celkem pfi této praci bylo pracovano s 60 plastovymi zkumavkami obsahujici 10 ml pletové

vody. Ve vsech téchto zkumavkach bez vyjimky byla zékladni receptura pletové vody. Tyto

zkumavky se ale liSily obsahem rtiznych typti konzervantti v riznych koncentracich a obsa-

hem rtznych typa bakterii. Jak jiz bylo fe¢eno, vSechny zkumavky obsahuji zakladni recep-

turu a lisi se:

1.

10.

11.

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 0,8 %, bakterie Escheri-

chia coli

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 0,9 %, bakterie Escheri-

chia coli

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 1 %, bakterie Escherichia

coli

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 1 %, bakterie Escherichia

coli

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 1,5 %, bakterie Escheri-

chia coli

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 2 %, bakterie Escherichia

coli

Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 0,5 %, bakterie Escheri-

chia coli

Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 0,75 %, bakterie Escheri-

chia coli

Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 1 %, bakterie Escherichia

coli

Zkumavka — bez pritomnosti konzervantt, bakterie Escherichia Coli, tato

zkumavka slouZzila pouze jako kontrolni

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 0,8 %, bakterie Pseudo-

monas aeruginosa
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 0,9 %, bakterie Pseudo-

monas aeruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 1 %, bakterie Pseudomo-

nas aeruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 1 %, bakterie Pseudomo-

nas aeruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 1,5 %, bakterie Pseudo-

monas aeruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 2 %, bakterie Pseudomo-

nas aeruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 0,5 %, Pseudomonas ae-

ruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 0,75 %, bakterie Pseu-

domonas aeruginosa

Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 1 %, bakterie Pseudomo-

nas aeruginosa

Zkumavka — bez konzervantu, bakterie Pseudomonas aeruginosa, zkumav-

ka slozi pouze jako kontrolni

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 0,8 %, bez bakterie, kon-

trolni zkumavka

Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 0,9 %, bez bakterie, kon-

trolni zkumavka
Zkumavka — konzervant Versatil PC, koncentrace 1 %,

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 1 %, bez bakterie, kont-

rolni zkumavka

Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 1,5 %, bez bakterie, kont-

rolni zkumavka
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26. Zkumavka — konzervant Versatil SL, koncentrace 2 %, bez bakterie, kont-

rolni zkumavka

27. Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 0,5 %, bez bakterie, kon-

trolni zkumavka

28. Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 0,75 %, bez bakterie,

kontrolni zkumavka

29. Zkumavka — konzervant Versatil BP, koncentrace 1 %, bez bakterie, kont-

rolni zkumavka
30. Zkumavka — bez konzervantu a bez bakterie, kontrolni zkumavka

Tady je rozepsano 30 zkumavek, kazda z téchto zkumavek byla pifipravena dvakrat, tudiz
konecny pocet zkumavek byl 60. VSe bylo provadéno 2x aby byla zajisténa vyssi spolehli-

vost tohoto tetovani a bylo dosazeno ptesnéjsich vysledkii.



