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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na dekorativni kosmetiku a jeji mikrobiologickou kontaminaci.
V teoretické ¢asti je popsdna vyroba dekorativni kosmetiky, kozni mikrofléra a mikrobio-
logicka rizika vyroby kosmetickych ptipravkd. Jsou zde shrnuty vybrané mezindrodni
normy a nékteré vyzkumy zabyvajici se mikrobiologickou kontaminaci dekorativni kosme-
tiky. V praktické Casti je zmapovana vyroba dievénych kosmetickych tuzek, spolupracujici
firmou dodané data jsou statisticky zpracovana a provedené mikrobiologické rozbory do-

danych vzorkl jsou vyhodnoceny.

Klic¢ova slova: dekorativni kosmetika, mikrobiologie, mikrobiologickd kontaminace, rizika

vyroby, mezindrodni normy

ABSTRACT

This thesis is focused on decorative cosmetics and its microbiological contamination.
In theoretical section, there are manufacture of decorative cosmetics, skin microflora and
microbiological hazards of cosmetic manufacture described. Selected international stan-
dards and some research on microbiological contamination of decorative cosmetics are
summarized. In practical section, there is manufacture of wooden cosmetic pencils charted,
data delivered by collaborating firm statistically processed and microbiological analysis

of supplied samples evaluated.

Keywords: decorative cosmetics, microbiology, microbiological contamination, manufac-

ture hazards, international standards
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UvVOD

Kosmetika se pouziva celosvétove jiz po 6000 let. Dokumentované je napiiklad pouzivani
ricinového oleje jako ochranného balzamu ve starovékém Egypté€, véeliho vosku jako ple-
tového krému ve starovekych civilizacich, olivového oleje a rizové vody ve starovékém
Rimé. Kosmetika byla také pouzivana v Persii, starém Recku, Japonsku, Cing, Evropé
1 Africe. Své rty udajné jako prvni zkraslovaly zeny v Mezopotamii, nejspis tak, ze drtily
drahé kameny, které aplikovaly na rty. Vzhled je neodlucitelnou soucasti lidské existence,
vétsina lidi vidi sama sebe jako odraz v zrcadle a chtéji byt oznaceni za krasné. Esteticky
koncept krasy se vSak ¢asto méni a standardy krasy jsou modifikovany v mnoha rozmé-
rech. Jsou ovlivnény socidlnimi, materidlnimi, etnickymi a naboZenskymi faktory a mist-
nimi zvyky. Kosmetika se neustdle vyviji, v dneSni dob€ je na trhu nepfeberné mnozstvi
ptipravkil o rizném slozeni a ucinnosti. S rostouci diverzitou kosmetického trhu logicky

nariistd 1 potieba zajistit bezpecnost a zdravotni nezavadnost kosmetickych ptipravkd.

Mikroorganizmy v kosmetice mohou zpiisobit kazeni vyrobku, a pokud jsou patogenni,
predstavuji vazné riziko pro zdravi spotiebitele. VétSina kosmetickych vyrobkii obsahuje
mnoho slozek, které jsou vhodné pro mikrobialni rist, navic produkce kosmetiky neni ste-
rilni proces. Kosmetika mize byt kontaminovéana v pribéhu vyroby mikroorganizmy vy-
skytujicimi se v prostfedi nebo v surovinach, ale také v pribéhu pouZivani spotiebitelem.
Proto je dnes kdispozici fada konzervantl, kter¢ by mély kontaminaci eliminovat.
Pro vyrobu kosmetiky byly vytvofeny postupy Spravné vyrobni praxe, které sice nejsou
ze zakona povinng, vétSina vyrobei je vSak dobrovolné dodrzuje. Diilezita je kontrola mik-

robiologické nezdvadnosti produkt vyrobcem.

Tato prace probihala ve spolupraci s firmou vyrabé&jici dekorativni kosmetiku. BéZné pro-
bih4 pouze testovani finalniho vyrobku, kosmetické vzorky vybrané pro tuto praci vSak
byly odebirany v riznych fazich vyroby. Cilem této bliz§i mikrobiologické analyzy je lepsi
pochopeni mikrobiologické kontaminace pifi vyrobé a samoziejmé také zlepSeni kvality
nabizenych produktl. Dekorativni kosmetika je sice jen zfidka plivodcem infekénich one-
mocnéni, urCité riziko vSak existuje. Proto je potieba vénovat tomuto tématu pozornost.
Vzhledem k obrovskému objemu vyroby je mnozstvi otestovanych Sarzi relativné nizky,
tato prace vSak muze byt vnimana jako zaklad pro daleko rozsihlejsi mikrobiologickou

analyzu vyrobniho postupu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 DEKORATIVNI KOSMETIKA

Funkci dekorativni kosmetiky je zlepSeni vzhledu a ochrana kize ¢loveka, ale jeji pouzi-
vani ma téz psychologicky dopad. Muze dodat pocit jistoty a elan, také pocit uspokojeni
zenam, které chtéji zménit sviij vzhled. Do této kategorie kosmetiky spada Sirokéd Skala
produktti aplikovanych na oc¢i a o¢ni okoli, pokozku obliceje, rty a nehty. Tyto pfipravky
obvykle kombinuji opticky efekt (barva, lesk, rozptyl svétla) s vylepsenim vzhledu pokoz-
ky (toner, korektor, vypln vrasek, aktivni piisady napf. pro rist nehtl). V nasledujicich
podkapitolach budou charakterizovany zakladni typy pfipravkll dekorativni kosmetiky
[1,s.370],[2,s. 1340].

1.1 Make-up

Utelem make-upu je sjednotit pokozku a zakryt drobné nedokonalosti, zaroveii viak ne-
brénit pleti dychat. Odstin by m¢l byt co nejbliZe pfirozené barvé pleti. Je ziskavan kombi-
naci oxidu Zeleza dispergovanych v oleji nebo glykolech. Dale jsou pouzivany bilé pudro-
vé prisady (mastek, kaolin, oxid kiemicity, polymetylmetakrylat atd.) podle pozadovaného
matného efektu a stupné kryti [2, s. 1341], [3, s. 145].

Make-up muze byt ve form¢ emulze olej ve vodé¢, voda v oleji nebo voda v silikonu,
v bezvod¢é formé& nebo ve formé& vodného gelu. Musi spliiovat rizné pozadavky, jako
je snadna a pfijemna aplikace, pfijemny pocit na pokoZce, kone¢ny homogenni, sjednocu-
jici a neokluzivni film, vice ¢i méné matny vzhled a stupen kryti, celodenni vydrz (odol-
nost vici sebua poceni), avsak i péce o plet. Zarovein musi spliiovat rizné technické vlast-
nosti, jakymi jsou dlouhodobé stabilita, dermatologickd bezpe¢nost, nekomedogenita

a soulad s legislativou dané zemé [3, s. 146], [4, s. 31].

Barevné nedokonalosti pleti jsou dvojiho typu: hnédé/veékové skvrny a zarudnuti. Z toho
divodu se v make-upu pouzivaji pigmenty, které tyto nedokonalosti kontruji, a to dvéma
zpiisoby: pfidanim vy$§itho mnozZstvi pigmentl nebo neutrdlnich plniv jako mastek nebo
oxid titaniCity pro ziskani vyssiho stupné kryti v neutralnim odstinu, nebo pouzitim pig-
mentll v barvach komplementarnich k barevné nedokonalosti. Druhy zptsob je obvykle

vyuzivan u korektorti na zarudnuti, kde je pfitomen zeleny pigment [2, s. 1341-1342].

Velmi dilezita je prodySnost make-upu, a to kvili zabranéni hromadéni seba a potu
na rozhrani make-upu a pleti. Funkce kiize jako pfirozené membrany by méla byt zachova-

na a co nejmén¢ naruSena, aby nedoslo k vyskytu vyrazky nebo i vaznéjSich vedlejSich
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ucinki. K tomu mohou pomoci filmotvorné ptisady jako polymery, které zaroven zajist'uji
integritu filmu a zvysSuji odolnost proti doteku. V Evropé¢ se klade spise diiraz na kompati-
bilitu s pokozkou, méné¢ se tedy pouzivaji ,,tézké* make-upy (na bazi oleje) nebo make-upy

vysoce kryci obsahujici velké mnozstvi pigmentt [2, s. 1342].
1.1.1 SloZeni a vyroba make-upu

1.1.1.1 Pigmenty

Pigmenty dodévaji barvu kone¢nému vyrobku. Mohou byt dva typy: absorpéni a interfe-
ren¢ni pigmenty. U absorpcnich pigmenti je barva vysledkem odrazu neabsorbované ¢asti
svételného spektra. Interferenéni pigmenty selektivné odrazi vinové délky viditelného svét-

la, takze se tyto pigmenty chovaji podobné¢ jako zdroj svétla [2, s. 1347].

Pro make-up se nejvice vyuzivd kombinace zlutych, Cervenych a cernych oxidl zeleza

[5, . 252].

1.1.1.2 Plniva

Ugelem plniv je piidat receptuie opacitu a upravit transparentnost, od jemného po vysoce
kryci make-up. Plniva mohou make-up zesvétlit (pfi koncentraci vyssi nez 5%) a také za-
hustit. NejcastéjSimi plnivy jsou oxid titanicity, mastek a silika. Na kryci schopnost
a vzhled make-upu na pokoZce ma také vliv velikost ¢astic a index lomu. Jemnéjsi ¢astice
proptjcuji hebCi vzhled nez vétsi Castice, pricemz velikost ¢astic 0,2-0,3 pm ma nejvyssi
kryci schopnost. Pro efekt rozptylu svétla na pokozce se nekdy pouzivaji Castice oxidu

kfemicitého, coz vytvari tzv. efekt mekkého zaostreni [1, s. 374], [2, s. 1348-1349].

1.1.1.3 Surfaktanty

Tyto ingredience obvykle zavisi na typu a koncentraci jak pigmentu, tak plniv. Jejich tko-
lem je dispergovat a zachovavat homogenni disperzi v tekutém vyrobku. Mezi Casto pou-

zivané surfaktanty patii stearaty, dimethicony, oledty a polyoxyethylen ethery [2, s. 1349].

1.1.1.4 Zahustovadla
Zahustovadla slouzi k upravé konzistence vyrobku a zaroven ke sniZeni rizika sedimentace
pigmentu. Pouzivaji se, v pfipadé potfeby, v malych mnoZstvich, jelikoZ pigmenty a plniva

zajistuji pomérné vysokou viskozitu [2, s. 1349].
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1.1.1.5 Filmotvorné ldatky

Pro lepsi roztiratelnost na pokozce je mozné pouzit oleje a silikony. Dimethicony jsou ty-
pickou slozkou zlepSujici roztiratelnost a dodavajici nasledny sussi pocit pokozky po apli-
kaci. Tyto latky také pomahaji adhezi make-upu k pleti béhem prvni minuty po aplikaci.
Je potieba najit dobry kompromis mezi zaschnutim make-upu na pokozce a ¢asem, ktery

uzivatel potfebuje na jeho rovnomérné naneseni na pozadovand mista [2, s. 1349].

1.1.1.6 Polymery

Polymery jsou v make-upech Siroce pouzivané zvice divodi. ZvySuji adhezi filmu
k pokozce, prinasi filmu stabilitu tim, ze napomahaji rovhomérné disperzi pigmentul, za-
timco poskytuji urcity stupen porovitosti a prodysnosti. Pro dlouhotrvajici adhezi a zacho-
vani pigmentli na pokoZzce se obvykle vyuzivd kombinace n¢kolika polymert. Diky tomu
se lze vyhnout stirdni make-upu a skvrndm na obleceni. Polymery také mohou mit matujici
efekt diky schopnosti absorpce seba, ¢imz zabranuji vytvoreni lesku a mastného vzhledu

pleti [2, s. 1349].

1.1.1.7 Pridavné latky

Do této kategorie lze zatradit vodu, latky na Upravu pH, konzervanty a antioxidanty. PouZi-
vaji se pro stabilitu produktu a jeho kompatibilitu s kazi. Lze téZ pouzit alkoholy

pro urychleni zasychani make-upu [2, s. 1350].

1.1.1.8 Priiklad vyroby make-upu

V Tabulce 1 je uveden ptiklad slozeni silikonového make-upu. Vyroba probihd nasledov-
né: faze A je zahiivana na 72°C, dokud se nerozpusti, a poté zchlazena na pokojovou tep-
lotu. Po zchlazeni se do faze A ptida faze B a smés je michéna, dokud nevznikne jednotna
hmota. Ingredience faze C jsou pulverizovany a poté ptidany k fazi AB za michani o vy-
soké rychlosti. V dal$i nadob€ je po dobu deseti minut homogenizovédna faze D. Mezitim
je michana faze E, dokud neni jednotnd, a poté pfidana k fazi D. Smés je michana, dokud
nevznikne jednotna hmota. V lopatkovém mixéru se do faze ABC velice pomalu pridava
faze DE, po kompletnim smichani je hmota homogenizovana v homogenizéru po dobu péti

minut [2. s, 1345].
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Tabulka 1: Slozeni silikonového make-upu [2, s. 1344—1345].

Féaze Ingredience (dle INCI) Obsah [hm. %]
A | Ethylhexyl Palmitate 3,00
Isodecyl Neopentanoate 4,00
B Cyclopentasiloxane, PEG/PPG-18/18 Dimethicone 5,00
Lauryl PEG-9, Polydimethyl Siloxyethyl Dimethicone 2,30
Cyclopentasiloxane, Dimethicone Vinyltrimethylsiloxysilicate 5,00
crosspolymer
Cyclopentasiloxane 6,00
C Silica 1,00
Titanium Dioxide (and) Isopropyl Titanium Triisostearate 6,70
Iron Oxides (and) Isopropyl Titanium Triisostearate 0,87
Iron Oxides (and) Isopropyl Titanium Triisostearate 0,33
Iron Oxides (and) Isopropyl Titanium Triisostearate 0,14
Mica (and) Isopropyl Titanium Triisostearate 1,10
D Aqua/Water 60,31
Sodium Chloride 0,50
E Propylen Glycol 3,00
Phenoxyethanol, Methylparaben, Butylparaben, Ethylparaben, 0,75
Propylparaben
Celkem: 100

1.2 Rténky a lesky na rty

Rténky Zeny vyuZivaji uZz od praddvna. Zatimco dfive byly pouzivany predevSim
k dekoraci (barva, lesk), dnes maji i dal$i prednosti, jako je ochrana pied UV zafenim, hyd-

ratace nebo dodavani plnosti rtim. Velky vyznam rtének je ziejmy z Siroké Skaly dostup-
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nych odstinti a forem. At’ jsou pevné, polotuhé ¢i tekuté, mély by byt snadno aplikovatelné

a poskytovat rtim ochranu a komfort [2, s. 1350], [3, s. 150].

Mezi kosmetické vlastnosti, které by rténka méla mit, patii atraktivni odstin, homogenni
barevny film po aplikaci, vydrz, a neméla by mit nepiijemny odér nebo chut. Z technolo-
gickych vlastnosti by dale me¢la spliiovat tyto: dlouhodobou stabilitu (neméla
by se tzv. potit ani vykvétat), nelamavost, odolnost vii¢i teplotdm od 4 do 40°C a dermato-

logickou bezpecnost [1, s. 386], [3, s. 150].

Vzhledem k tomu, Ze mtze dojit k nechténému poziti, byl zajem o zjisténi mnozstvi a ur-
¢eni pripadnych limiti obsahu olova a dalsich tézkych kovi v téchto produktech. Nedavné
studie uskutecnéné v riznych ¢astech svéta (Saudska Arabie, Evropska unie, Spojené sta-
ty) poskytly mnoha data, ze kterych vyplyva, Ze u vétSiny rtének je obsah olova pod limi-
tem, ktery by mohl byt povazovan za zdravi nebezpecny, avSak existuji i rténky, které olo-
va obsahuji vét§si mnozstvi. Nebezpeci hrozi pti pouzivani takové rténky téhotnymi zenami
a détmi, jelikoz olovo je vysoce toxické pro plod i déti, jejichz nervovy systém se jesté

vyviji [6], [7, s. 463].

V roce 2016 byl trendem v oblasti rtének matny vzhled, pro rok 2017 vSak pfichéazi opét
do mody lesklé rty. Krom klasické Cervené barvy jsou trendy Cerveno-fialové az temné
fialové odstiny, ale také neutrdlni odstiny hnédé. Navraci se téZ metalicky efekt v jakékoliv

barvé [8].

1.2.1 SloZeni a vyroba rtének

1.2.1.1 Pigmenty a barviva

o 24

torem. Zakladem byva nejCastéji Cervena, ale trh nabizi nepfebernou Skalu odstinl
od oranzovo-zluté, pres Cisté Cervenou, az po fialové a hnédé odstiny. Lze se setkat

1 s méné tradi¢nimi barvami, jako je zelen4, modréa nebo Cernd [2, s. 1352], [5, s. 252].

Pro cerveno-hnédé a hnédé odstiny miizou byt pouzity oxidy Zeleza, kdeZto organické
pigmenty (pravé pigmenty, tonery, lakes) poskytuji jasné oranzové, Cervené a fialové od-
stiny. Nejvice pouzivané pigmenty jsou ,,lakes* (mofidlova barviva), coz jsou nerozpustné
pigmenty pfipravené vysrazenim vodorozpustného barviva s kovovym iontem na substratu.

Pigmenty jsou jemn¢ mechanicky dispergovany v lipidové bazi, ktera k nim musi mit afini-
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tu, aby bylo umoznéno jejich smaceni, disperze a stabilita v suspenzi. Koncentrace pig-

menti se pohybuje obvykle v rozmezi 4 az 20% [2, s. 1353], [3, s. 150], [5, s. 252].

Barva rténky muze byt také ovlivnéna stupném transparentnosti, od pfirozenych, takika
bezbarvych rtének, pies jemné barvici az po vysoce kryci. Pro zvySeni kryci schopnosti
1ze pouzit oxid titanicity, ktery ma ale bilou barvu, a tedy zesvétluje vysledny odstin a také

pfindsi matny efekt, coz miize byt v nékterych piipadech nezadouci [2, s. 1352—-1353].

Pro dalsi optické efekty jako lesk, hedvabny nebo glitterovy vzhled je mozno pouzit inter-
feren¢ni, perletové pigmenty zalozené nej€astéji na slidé a borosilikatech, které selektivné
odrazi urcité vinové délky. Zde je velmi dulezita velikost Castic, vetsi Castice prinasi glitte-
rovy efekt, jemnéj$i potom hedvabny vzhled rténky. Takovéto pigmenty se pridavaji

az ke konci vyrobniho procesu, aby nedoslo k jejich poskozeni [2, s. 1353], [3, s. 151].

Nékteré rténky mohou obsahovat i1 barvivo, naptiklad eosin a bromofluorescin. Barvivo
je aplikovéano ve svoji nerozpustné, kyselé formé oranzové barvy, poté penetruje do svrch-
nich vrstev pokozky, kde dochazi k neutralizaci, barvivo tak pfechazi do alkalické formy
a obarvi rty fialovo-Cervené. Timto barva na rtech déle vydrzi, mize vSak dojit k vyvolani

senzibilizace, iritace nebo i alergické reakce u spotiebitele [2, s. 1352], [5, s. 252].

1.2.1.2 Ingredience poskytujici lesk

Rténky a lesky na rty maji ¢asto rtim dodat vysoky lesk a tipyt. Toho obvykle byva dosa-
zeno pouzitim oleju, esterti a silikond, které pomdahaji vytvofit na rtech homogenni film
a zvysi odraz svétla tim, Ze zvysi index lomu nanesené vrstvy. Tyto ingredience navic na-
pomahaji kohezi vyrobku, obzvlast’ pokud jsou pouZita plniva a vétsi pigmenty, které ko-

hezi pii liti rténky narusuji [2, s. 1353].

1.2.1.3 Oleje

Pro vyrobu rtének se pouzivaji oleje, které jsou za normalnich teplot tekuté nebo maji roz-
mezi tani okolo télesné teploty. Jejich viskozita se pohybuje v rozmezi od tekutych az po ty
s viskozitou blizkou voskiim. Velmi Casto a také dlouho pouZivanym je ricinovy olej, ktery
dodava rténce vhodnou viskozitu. Dal§imi ptiklady jsou kokosovy olej, jojobovy vosk
a makadamovy olej, hydrogenované rostlinné oleje, mineralni oleje, parafin a syntetické
estery mastnych kyselin. Mnoho oleji potiebuje korozpoustédla, jako mastné alkoholy,

k zajisténi dobrého rozpusténi v recepture. Typicka koncentrace olejii se pohybuje
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v rozmezi od 6 do 10%. Nadmérné mnozstvi olejii miize zpusobit tézky pocit na rtech, pfi-

1i§ silnou vrstvu rténky pfi aplikaci a zluknuti [1, s. 386], [2, s. 1353].

1.2.1.4 Vosky

Vosky jsou za pokojové teploty tuhé, proto se pouzivaji ke zvyseni viskozity rtének a vy-
vazuji ucinek olejli a esterti. Zvysuji bod tani, coz ovliviiuje mnozstvi produktu nanesené¢ho
na rty spotfebitelem pfi aplikaci. Tato vlastnost musi byt upravena v zavislosti na pigmen-
taci a predpokladaném stupni kryti. Nadmémé mnozstvi voskli v receptufe mize vést
k lepivosti, zrnitosti a nepiijemnému pocitu pii aplikaci. Obvyklé mnozstvi voski ve rtén-
kach je mezi 8 a 18%. Nejcastéji pouzivanymi piirodnimi vosky jsou vceli, karnaubsky,
kandelitovy a japonsky vosk, castymi minerdlnimi vosky jsou tuhy parafin, mikrokrysta-

licky vosk, ceresin a dalsi [1, s. 386], [2, s. 1353].

1.2.1.5 Rozpoustédla

Pro dispergaci pigmentd a voskll se obvykle pouzivaji alkoholy a estery, jako linearni
a rozvétvené alkyl estery, od stearatd (napft. glyceryl-, iso-, hydroxyl-) po palmitaty, kapry-

laty a dalSi. Nejcastéjsi koncentrace rozpoustédel se pohybuje mezi 3 a 10% [2, s. 1354].

1.2.1.6 Silikony

Tyto ingredience mohou mit konzistenci od tekuté po voskovitou. Dodéavaji rténce lehkost

a snizuji mastny, té€zky pocit na rtech. Typicka koncentrace je 1 az 5% [2, s. 1354].

1.2.1.7 Polymery

Polymery dodavaji rténce filmotvorné vlastnosti a také zajistuji celkovou kohezi filmu
po naneseni na rty. Rténka se stavé vice odolnou pii noseni. Polymery s vysokou moleku-
lovou hmotnosti se vétSinou pouzivaji pro adhezi filmu a jeho flexibilitu, diky které kopi-
ruje pohyby rtl, zatimco vétvené polymery slouzi k vytvoteni trojrozmérné sit€ uvnitt fil-
mu, kterd vsob& zachycuje pigmenty, a tim brani pfenosu rténky na textilie nebo
napf. skleni¢ky. Polymery mohou také ptispét k lesku rténky tim, Ze zlepsi kvalitu filmu
nartech a/nebo zvysi index lomu rténky. Pouzivaji se v koncentracich od 0,2 do 2%

[2,s. 1354].
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1.2.1.8 Dalsi ingredience

Do rtének se Casto kvuli ochrané rti pfed ultrafialovym zafenim piidavaji UV filtry.
UV faktor se obvykle pohybuje mezi 8 a 15. Tyto ingredience jsou obvykle oleje, takze
pak musi byt pouzito vys$i mnozstvi voskli pro vyrovnani viskozity. Dobré disperze

UV filtra 1ze dosdhnout pouzitim alkoholového korozpoustédla [2, s. 1354].

Neékdy jsou pouzivany humektanty, jako napiiklad glycerol. To napoméha nejen udrzovat
rty v dobrém stavu, ale také dodat jim plnost, a tim zvysit atraktivitu. V malém mnozstvi
se lze v receptufe také setkat s antioxidanty (v koncentracich 0,1—1%), které maji likvido-
vat volné radikaly vznikajici v pokozce rti diky ptisobeni UV zéfeni. Kvili moznému ne-
prijemnému odéru tukové baze se Casto pouziva parfemace, obvykle ovocna. Viiné by ten-

to odér méla dostatecné zakryt, ale neméla by byt pfili§ vyrazna [2, s. 1354], [3,s. 151].

1.2.1.9 Priklad vyroby rténky

Pigmenty se rozmélni v ¢asti ricinového oleje pomoci trojvalcového mlynu nebo hmozdite.
Poté se ptida zbytek ricinového oleje a ostatni ingredience (Tabulka 2), kromé perletového

pigmentu a parfému, smés se zahiiva v parni lazni na 80—85°C. Nasledné se ptida perlet’

v v

teploté se ptida parfém. Hmota se odlije do forem a necha ztunout [9].

Tabulka 2a: SloZeni rténky s vysokym leskem [9].

Ingredience (dle INCI) Obsah [hm. %]
Ricinus communis (Castor) Oil 59,4
Euphorbia Cerifera (Candelilla) Wax 8,0
Cetyl Acetate 7,5
Microcrystalline Wax 5,0
Propylene Glycol Laurate 5,0
Lanolin Oil 5,0
Copernicia Cerifera (Carnauba) Wax 2,0
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Tabulka 2b: Slozeni rtenky s vysokym leskem [9].

Propylparaben 0,1
Mica (and) Titanium Dioxide 7,0
Pigments 1,0
Parfum g.s.

1.3 Rasenky

Rasenky pouziva asi 90 % Zen pro zlepSeni a zvyraznéni pfirozené krasy jejich oéi. Za po-
slednich zhruba 20 let je vyvoj fasenek velice aktivni oblasti, vzhledem k tomu,
ze je od receptury vyzadovano vylepSeni velmi rozdilnych aspektd tas: barva, fyzikalni
charakteristiky (natoceni a zahusténi) a vydrZ pifi noSeni (odolnost vii¢i vodé a potu). Re-
ceptura musi byt také ptizplisobena typu pouzitého aplikatoru, obzvlast’ ve smyslu vztahu
viskozity a fluidity pfi aplikaci vic¢i vypatovani rozpoustédla. O dulezitosti posledniho

bodu vypovida ¢etné mnozstvi patentil na kartackové aplikatory [2, s. 1355], [3, s. 149].

Dalsi vlastnosti, které by fasenka méla spliiovat, jsou snadna aplikace, tvorba rovnomé&rné-
ho filmu na fasach, odd¢leni fas, rychlé schnuti a flexibilita fas bez jejich tvrdnuti. Naopak
by nem¢la tvofit zmolky a rozmazavat se, ale méla by jit snadno odli¢it. Neméla by oci
drazdit, musi byt dermatologicky a oftalmologicky bezpecna a splnovat legislativu zemé
prodeje. V neposledni fadé¢ také zalezi na typu fas uZivatele. Mohou mit riiznou délku, hus-
totu, jemnost a mohou rlst smérem vzhiiru anebo doll. Proto u volby fasenky zalezi

na individudlnich preferencich [1, s. 393], [3, s. 149].

V minulosti byla pouzivana fasenka v pevné, lisované formé a aplikovana pomoci mokré-
ho kartacku. I v dne$ni dob¢ se s ni lze setkat, 1 kdyZ v malém métitku. Mnoho lidi s citli-
vou pokozkou vSak dokdzou snést pouze tuto méné popularni formu fasenky. Obsahuje
dv¢ hlavni slisované ingredience: mydlo a pigmenty. Tato formulace bohuzel neni vodéo-
dolnd a rozmazava se slzami ¢i pocenim, ale alespon je alternativou v ptipadech, kdy teku-
tad fasenka neni vhodnd. Dnes jsou vyrabény hlavné fasenky ve formé emulze, piipadné
suspenze, v tubach opatfenych rozlicnymi kartd¢kovymi aplikatory. Hlavni typy fasenek

jsou na bazi vody (emulze olej ve vode nebo voda v oleji), nebo na bazi organického roz-
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poustédla (bezvodé suspenze). Oba typy poskytuji hladkou a homogenni aplikaci na fasy
[2,s. 1355], [3, s. 149], [6, s. 1047], [10, s. 427].

1.3.1 SloZeni a vyroba rrasenek

1.3.1.1 Pigmenty

Pro nejlepsi kontrast fas oproti pokozce a oku se nejCastéji pouziva Cerny pigment,
a to Castice cerné¢ho oxidu zeleza (smés FeO - nH,O a Fe;03). Pro lepsi disperzi ¢erného
pigmentu a prohloubeni vnimani ¢erné se Casto pfidava oxid titanicity. Ton hlavni barvy
lze upravit ptidanim dalSich pigmentt, napt. hnédych, ¢ervenych a modrych (napf. na bazi
slidy). Pigmenty mohou byt absorp¢ni, nebo interferen¢ni. Obvykle se pouziva druhy typ,
nejen proto, ze je vice vniman, jelikoz odrazi specifické vinové délky, ale také diky nizké
toxicité slidy pfi kontaktu s pokozkou o€niho vicka a muk6zni membranou obsahujici ko-

Finky fas [2, s. 1355-1356], [3, s. 144].

Na trhu se Ize setkat i s vyraznéj$imi barvami, jako hnédou, zelenou nebo modrou, ov§em
ty predstavuji mensi frakci spotfebitelského vyuziti. I pro tyto barvy se obvykle pouzivaji

mineralni pigmenty [ 2, s. 1356], [3, s. 149].

1.3.1.2 Emulgdtory a zahustovadla

Emulgatory jsou pfidavany pro vytvoreni stabilni disperze pigmentl. Zahustovadla jako
vosky nebo hydroxyetylceluldéza slouzi k zahusténi suspenze a mohou piispét k objemu
fasenky nanesené na fasy pii aplikaci. Jsou Siroce kompatibilni s vétSinou recepturnich
bazi. Také ale zvySuji viskozitu, proto musi byt do receptury zafazeny ingredience pro na-

fedéni, a tudiz hladsi aplikaci fasenky, jako oleje, emolienty [2, s. 1356].

1.3.1.3 Oleje

Jak jiz bylo zminéno, jednou z funkci oleji v receptuie je uprava viskozity a homogenity
pfi aplikaci. Dalsi funkci je zlepSeni adheze k fasovému keratinu a vyziva tas diky tomu,

zZe slab¢ penetruji do kiiry fas [2, s. 1356].

1.3.1.4 Dalsi ingredience

Specidlni ingredience mohou byt do receptury zafazeny jak pro zlepSeni textury a pravi-

delného nédnosu filmu, tak pro dalsi vyhody. Patii mezi né¢ promotory adheze, stabilizatory
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formulace, polymery, aktivni ingredience a vingé. Tyto ingredience se vyuzivaji ¢im dal

vice pro zvySeni stability i pro nové benefity finalniho produktu [2, s. 1356].

Promotory adheze, jako napft. silikony, zlepsuji kompatibilitu filmu fasenky s keratinem
kutikuly tas. Adheziva napomahaji prevenci droleni fasenky pod dennim stresem, jako
je kontakt s prsty, ohybani nebo tfeni mezi fasami. Stabilizatory jsou pouzivany jako ho-
mogenizatory v fasence. Mechanické vyhody, jako odolnost proti droleni a proti vod¢, mo-
hou byt dodany polymery. Ty maji ve filmu na fasach dvé funkce: zachyceni pigment
a zajisténi celkové integrity filmu. Castice pigmentd zadrzuji vytvofenim trojrozmérné sité
ve filmu, a tim zabranuji jejich vyplaveni pfi kontaktu s vodnym prosttedim, napft. slzami.
Navic filmu dodéavaji soudrznost, ale zaroven schopnost pfizplisobeni se ohybani fas
pfi dennich &innostech. Rasenka se tedy nelame nebo neodlupuje. P¥i pouZiti polymert
(napf. metylmetakrylat) vSak mohou ptipadné rezidualni monomery pusobit jako irritanty
nebo potencidlni zdroje jiné toxicity. Hladiny téchto rezidui jsou ale minimalizovany speci-

fickymi kontrolami [2, s. 1358], [6, s. 1047].

Do ftasenky, pfipadné do béaze pod tfasenku, mohou byt doddny aktivni ingredience
s riznymi ucinky, jako posileni slabych fas nebo podpora jejich rastu. Rist stimulujici
ingredience maji penetrovat do fasového folikulu a plisobit na keratinizaci a diferenciaci
bun¢k. Nezbytné jsou konzervanty, aby mnozstvi mikroorganizmii ve vyrobku bylo

co mozna nejmensi, a tim se minimalizovala moZnost infekce o¢i [2, s. 1360] [6, s. 1048].

1.3.1.5 Priklad vyroby rasenky

Rasenka typu olej ve vodé se piipravi tak, Ze se zahfeji vSechny ingredience faze B
na 80°C a za stalého michani se piida faze A. V dal$i nadobé se smicha Selak s vodou
a zahteje se na 75°C, poté se vmichaji ostatni ingredience faze C. Faze C se pomalu pfimi-
chava k fazi AB za teploty 75°C a sm¢s se homogenizuje 2 minuty. Hmota se za stalého
michani ochladi na pokojovou teplotu. Nakonec se upravi pH na hodnotu 7,0-7,5. Ingredi-

ence jsou vypsany v Tabulce 3 [11].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

Tabulka 3: Slozeni fasenky typu olej ve vode [11].

Faze Ingredience (dle INCI) Obsah [hm. %]
A Iron Oxides, Mica, Titanium Dioxide 15,00
B Stearic Acid 8,00

Cera alba (Beeswax) 6,00
Copernicia Cerifera (Carnauba) Wax 4,00
Octyldodecanol 3,00
Sorbitan Sesquioleate 2,00
Propylparaben 0,10
Tocopheryl Acetate 0,50
C Triethanolamine 2,30
Shellac 8,00
Methylparaben 0,25
Biotin 0,01
Aqua/Water 50,84

1.4 O¢ni stiny

Oc¢ni stiny jsou ptipravky vytvofené pro prohloubeni o¢i pomoci barevného pozadi, které
doda vicku kontury. Volba odstinu zavisi na barveé o¢i. Nanasi se na o¢ni vicka a pod obo-
¢i. Mély by se snadno nanaset a mit k pokozce dobrou adhezi, nemély by mit po aplikaci
mastny lesk, nemély by ménit barvu a rozmazavat se vlivem potu nebo seba. Tyto produk-
ty musi byt velmi bezpecné, to znamena velice Cisté, nedrazdiveé, netoxické a nealergenni,
jelikoZ pokoZzka ocniho okoli je velmi tenkd a citlivd. Stejné jako u fasenek je nezbytné
pouziti konzervantli, infekce z mikrobidlni kontaminace muize vést azk oslepnuti

[1,s.395],[3, s. 148], [6, s. 1048], [12, s. 249], [13, s. 197].

O¢ni stiny mohou mit rizné formy: kompaktni pudry, bezvodé krémy a tuzky. Vybér barev

je rozsahly, od cernych, hnédych, ptes rizové a fialové po modré a zelené. Stejné tak exis-
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tuje fada typi stint liSicich se povrchovymi charakteristikami, od matnych, ptes perletové
k vyrazné¢ lesklym. Matného efektu je docileno oxidem titaniCitym, perletovy tipyt posky-
tuje oxychlorid bismutu, slida ¢i vytazek z rybich Supin a metalicky lesk prasky médi,

mosazi, hliniku, zlata a stiibra [10, s. 426].

1.4.1 Kompaktni pudrové stiny

Tato forma je nejpopularnéjsi. V obalu miize byt jeden odstin nebo vybér vice barev. Apli-
kuje se pomoci stétce nebo penového aplikatoru. Jsou slozené z pigmentt dispergovanych
v pudrové bazi, kterd sestava z mastku (dodavéa jemnost a usnadiiuje nanédseni), kaolinu,
oxidu titanic¢itého nebo uhli¢itanu vapenatého. Nezbytna jsou lipofilni pojiva, ktera zajistu-
ji disperzi pigmentli a kompaktnost. Patfi mezi né napiiklad celul6za, ptfirodni gumy,
mastné alkoholy, minerélni olej, lanolin nebo anorganické koloidni silikaty. Zabraiiuji dro-
beni a tvorbé prachu a dodavaji textufe jemnost. Tékavé silikony poméhaji produktu zbavit
se kiidového efektu pudrti. Stearat zine¢naty napomaha jemnosti textury a adhezi produktu

k pokozce [3, s. 148], [12, s. 250], [14, s. 297].

1.4.2 Krémové stiny

Dalsi formou ocnich stinil jsou krémové stiny, emulze v malych tubach nebo nadobkach.
NanaSeji se prstem, pomoci pénového aplikatoru nebo tyCinkou zabudovanou ve vicku.
Jejich konzistence je vice nebo méné tekutd, kazdopadné se musi snadno nanaSet a roztirat,
aniZ by stiny zanechéavaly nanosy v zdhybu ocniho vicka. Jsou bohaté na barevné a perle-
tové pigmenty. Obsahuji také rozpoustédla (obvykle uhlovodiky nebo isoparafiny), vosky
(podobné jako tasenky), emolienty (kokosové maéslo, lanolin), gela¢ni Cinidla a plniva
(mastek, Skroby, polymery). Diky silikoniim mohou byt i vodéodolné. Tento typ stinti vSak
neni vhodny pro mastnou plet’ [3, s. 148], [6, s. 1048], [10, s. 427], [12, s. 250].

1.4.3 Tuzky

Tuzky jsou tvofeny voskovou bazi, ve které jsou dispergovany pigmenty. Baze je velmi
podobna rténkam. Vhodny pomér voskl a olejli poméha ziskat extrudovanou nebo naléva-
nou barevnou tuzku ve valcovém dievéném nebo plastovém obalu. Tuzka by neméla byt
prili§ tvrdd ani mékka, neméla by se snadno ldmat a méla by umoZznovat aplikaci rovno-

mérné linky podél okraje ocniho vicka [3, s. 148].
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1.4.4 Ptiklad vyroby o¢nich stint

Ptiklad slozeni krémovych oc¢nich stinll je uveden v Tabulce 4. Nejprve se pii nizké rych-
losti smiché faze A. V dalsi nddobé¢ se smichaji slozky faze B a mirn¢ se zahtivaji, dokud
se neroztavi. Po roztaveni faze B se k ni pfidaji faze A a C. Sm¢és je za stdlého michani
zahtivana na 80—85°C. Poté se pomalu piidava faze D, nakonec se smés za stalého michani

ochladi na 55°C a je nalita do zvolenych nadobek [15, s. 51].

Tabulka 4: Slozeni krémovych ocnich stini [15, s. 51].

Féaze Ingredience (dle INCI) Obsah [hm. %]
A PPG-2 Myristyl Ether Propionate 41,28
Pigments 25,30
B Acetylated Glycol Stearate 21,40
Silica 0,92
C Prunus Amygdalus Dulcis (Sweet Almond) Oil | 7,47
D Stearic Acid 3,53
Parfum 0,05
Propylparaben 0,05
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2  MIKROBIOLOGICKA KONTAMINACE KOSMETICKYCH
PRIPRAVKU

Prvni zminka o mikrobialni kontaminaci kosmetiky je z roku 1965, kdy Kallings a kol.
ve své zpraveé pro Royal Swedish Medical Board poprvé zaznamenali mikrobiadlni konta-
minaci nesterilnich farmaceutickych a toaletnich ptipravkl. Tato zpréva se stala mezina-
rodni vyzvou, Kallings se spolupracovniky odhalili potfebu vylepSeni mikrobiologickych
kontrol pfi vyrob¢ a také pottebu zlepsSeni konzervace produkt. Nasledovaly vyzkumy,
které ukazaly, Ze zhruba 25 % produktii na trhu v té dobé bylo kontaminovanych mikroor-
ganizmy. Mezi lety 2006 a 2015 bylo v systému RAPEX (Informacni systém pro rychlou
vyménu informaci o nebezpecnych spotiebitelskych vyrobcich na vnitinim trhu Evropské
unie) nahlaSeno 724 kosmetickych vyrobkd, ztoho 85 ptedstavovalo véazné riziko
z ditvodu mikrobidlni kontaminace. Nej¢astéjsi kontaminant byl Pseudomonas aeruginosa,
dale Burkholderia cepacia, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, enterobakterie

a dalsi, nespecifikované mikroorganizmy [16, s. 17], [17, s. 11], [18, s. 33-38].

Mikrobialni kontaminace kosmetickych ptipravki je pro tento primysl zadvaznym problé-
mem, jelikoz mize zplsobit produktové 1 ekonomické ztraty. Navic mlze predstavovat
riziko pro zdravi spotiebitele. Riziko mikrobidlni kontaminace zavisi na sloZeni vyrobku.
Voda a Ziviny pfitomné v kosmetice ji délaji vhodnym prosttedim pro mikrobialni rist,
1 kdyZ Skod na lidském zdravi nebylo nahlaseno pfili§ mnoho. Nejcastéji mikroorganizmy
pH. V dnesni dob¢ je snaha vyvijet receptury, které jsou méné agresivni pro spotiebitele,
ale zaroven dobfe chranéné pred mikrobialni kontaminaci. Provadéji se vyzkumy novych
latek s biocidnimi vlastnostmi a dobrou toxikologickou kompatibilitou, provadény jsou
1 analyzy synergismu a antagonismu smési konzervanti a hledaji se rychlé a spolehlivé
metody na detekci mikrobidlni kontaminace a testovani Uc¢innosti konzervantil

v jednotlivych recepturach [3, s. 212],[19, s. 77, 79], [20, s. 70].

Dulezitym aspektem ochrany pfed kontaminaci je také vhodné zvoleny obal, ktery ma pro-
dukt chranit pfed vnéj$im prostiedim nejen po dobu skladovani, ale také uzivani. DileZitou
roli hraje vhodné& zvoleny uzavér, ktery mize poskytnout urcity stupeit ochrany i méné

konzervovanym vyrobkiim [21, s. 379], [22, s. 1479].
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2.1 Kozni mikroflora

Mikroorganizmy tvoiici kozni floru se vyskytuji na povrchu pokozky a v pilosebacedznich
kanalcich. Tyto mikroorganizmy se oznacuji jako rezidentni, nebo tranzientni. Aby mohly
byt oznaceny za rezidentni, musi byt schopny se na pokozce i rozmnozovat, ne pouze pre-
zivat. Tranzientni mikroorganizmy jsou pouze na pokozce pfitomné a v zavislosti na riz-

nych ekologickych faktorech se mohou, ale také nemusi stat rezidenty [23, s. 295].

Vétsina rezidentnich mikroorganizmu se nachazi v nejsvrchnéjsich epidermalnich vrstvach
stratum corneum a v hornich ¢astech vlasovych folikuli. Zbytek rezidentnich bakterii sidli
v hlubsich c¢astech folikularnich kanalkl, nékteré¢ i mimo dosah dezinfekénich procedur.
Tyto bakterie slouzi jako rezervoar pro opétovnou kolonizaci, kdyz je povrchova mik-
roflora odstranéna. Pocet a druhové zastoupeni mikroorganizmi na pokoZce zavisi
na stupni hydratace, pH, dostupnosti zivin, pfitomnosti nebo absenci inhibi¢nich materiali

a imunologické toleranci riznych ¢asti téla [23, s. 295], [24, s. 3].

V dal$im textu jsou blize popsany nejvyznamnéjsi skupiny ¢i rody mikroorganizmu, které

se mohou vyskytovat na kizi.

2.1.1 Rod Staphylococcus

VW

Staphylococcus epidermidis je nejbéznéj$im druhem rezidentni fléry, nejvice se vyskytuje-
na hlavé a hrudniku. Je zpravidla povazovan za nepatogenni, riziko infekce je ovSem vy-
znamné u imunokompromitovanych osob. Jedna se o nepohyblivé, fakultativné anaerobni,
grampozitivni koky uspofddané do hroznli. Mezi dalsi Casté rezidenty patii S. capitis vy-
skytujici se nejcastéji na hlavé (Celo, tvare, oboci, vnéjsi zvukovody, vlasova pokozka),
S. hominis a S. haemolyticus, které jsou nejpocetnéjSi v mistech s apokrinnimi zlazami,
jako axily, tfisla nebo perineum, a dal$i, koagulaza negativni stafylokoky [16, s. 211, 215],
[23, 5. 296], [25, s. 92].

2.1.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus je velmi Castou soucasti kozni mikroflory a vyskytuje se po celém téle (kize,
nos, usta, hltan, vnitinosti atd.) u vétsiny lidi. Casto u lidi kolonizuje bez piiznakii a Zije
jako komenzal v nose: 60 % lidi 1ze oznacit za obcasné nositele, 20 % je kolonizovano
nepretrzité¢ a 20 % lidi touto bakterii kolonizovano neni. S. aureus patii mezi nejvyznam-

néjsi druhy zptsobujici nozokomidlni infekce [16, s. 213].
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Je to grampozitivni, koaguldza pozitivni bakterie zptsobujici fadu riznorodych onemocné-
ni rizné zavaznosti, od malo vyznamnych koznich onemocnéni az po stavy vazné&jSich
piiznak, jako jsou impetigo, viedy zvané furunkl a karbunkl, abscesy a syndrom opatrené
ktze, vyskytujici se hlavné u déti. Vznik koznich 1 jinych infekci je vyznamné usnadnén
porusenim klize nebo sliznic napf. poranénim, mohou vsak vzniknout i v neporusené tkani

pusobenim stafylokokem produkované hyaluroniddzy narusujici tkdné [25, s. 90-91].

2.1.2 Rod Streptococcus

Streptokoky, obzvlast’ beta-hemolytické, nejsou z kiize izolovany Casto. Alfa-hemolytické
streptokoky pfevazné osidluji orofarynx a mohou se rozsitit na blizké kozni plochy. Strep-
tococcus pyogenes (streptokok skupiny A) je grampozitivni extracelularni bakterialni pato-
gen. Pyogenni infekce zpiisobené streptokoky skupiny A postihuji kiizi, mukézni membra-
ny, mandle a hlubsi tkan€ a patii mezi né faryngitida, impetigo/pyoderma, ¢ervenka, celuli-
tida, nekrotizujici fasciitida a dalsi. Infekce mohou byt mirné i extrémné zdvazné

s fatalnimi nasledky [16, s. 218], [23, 5. 298].

2.1.3 Rod Micrococcus

vvvvvv

na fidce osidlenych, suchych mistech pokozky, a u déti. Jedna se o grampozitivni koky,
nejcastéjSimi druhy jsou Micrococcus luteus, striktné aerobni, saprofytickd bakterie,
a M. varians. M. kristinae a M. sedentarius, které jsou také povaZovany za soucast rezi-

dentni kozni mikroflory [23, s. 297], [25, s. 71].

2.1.4 Koryneformni bakterie

Jedna se o aerobni, grampozitivni, pleomorfni ty¢inky. Patii sem naptiklad rody Coryne-

bacterium, Propionibacterium a Brevibacterium [23, s. 297].

Bakterie rodu Propionibacterium se nachédzi nejvice v mazovych zlazach a nékteré osidluji
hlubsi &asti vlasového folikulu. Siroce rozsitené v téchto mistech jsou P. acnes a P. granu-
losum. Hlavni patogenni proces, se kterym je obvykle P. acnes spojovano, je acne vulga-
ris. P. avidum lze nalézt na vlhkych mistech, zvlasté v axilach a tfislech. Jeho patogenni

potencidl neni jasny [23, s. 297].
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2.1.5 Gramnegativni bakterie

Aerobni gramnegativni bakterie tvofi malou c¢ast kozni fléry u zdravych jedinci.
U asi 25 % populace je ptitomen Acinetobacter ve vlhkych, intertrigin6znich mistech, jako
axily, tfisla, perineum, loketni jamky a mezi prsty u nohou. Dals§i gramnegativni rody
se vyskytuji zfidka, jedna se predevSim o rody Proteus a Pseudomonas, mezi prsty

u nohou, a Enterobacter a Klebsiella na rukou [23, s. 298].

2.1.6 Malassezia spp.

vvvvvv

vého Cloveéka vyskytuji ve vyznamnych poctech. Studie zatim neukdzaly, zda se jedna

o rezidentni, nebo pouze tranzientni druhy [16, s. 212], [23, s. 298].
2.2 Vybrané mezinarodni mikrobiologické normy

2.2.1 CSN EN ISO 17516 Kosmetika — Mikrobiologie — Mikrobiologické limity

Kosmetické vyrobky, suroviny, z nichz jsou slozeny, a podminky, za nichZ jsou vyrabény,
nemusi byt sterilni. Av§ak mikroorganizmy pfitomné ve vyrobku nesmi mit nepfiznivy vliv
na bezpecnost spotiebitele nebo na kvalitu vyrobku béhem zamysleného nebo predvidatel-
ného pouzivani. Pro zajiSténi kvality vyrobku a bezpecnosti spotiebitele je zdsadni,
aby pocet nespecifickych mikroorganizmi ve vyrobku zlstaval stabilni nebo klesal
v pritbéhu jeho Zivotnosti. Celkovy pocet aerobnich mezofilnich mikroorganizml musi byt
méné nebo rovno 1 x 10% na gram nebo mililitr u vyrobkd uréenych pro déti do ti let,
pro oblast okolo o&i nebo na sliznice, a 1 x 10° na gram nebo mililitr pro ostatni vyrobky.
Vyrobek nesmi obsahovat Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus a Candida albicans v 1 g nebo 1 ml vyrobku [26].

2.2.2 CSN EN ISO 21148 Kosmetika — Mikrobiologie — Vieobecné pokyny pro mik-

robiologické vySetiovani

Tato mezinarodni norma poskytuje vSeobecné pokyny pro provadéni mikrobiologickych
vySetieni kosmetickych vyrobkl, aby se zajistila jejich kvalita a bezpecnost v souladu
s vhodnou analyzou rizika. ProtoZe v této oblasti pouziti je velkd riznorodost vyrobkl
a zpusobll pouziti, nemusi byt tyto pokyny pro nékteré vyrobky vhodné ve vSech podrob-

nostech. Pojednéva o pozadovanych prostorach, jejich umisténi, vybaveni a udrzbé, zpliso-
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bilosti a hygiené pracovnikll, ptipravé piistroji, pomicek a laboratorniho skla, ptiprave
a sterilizaci kultiva¢nich médii a reagencii, vzorkovani a zachdzeni s laboratornimi vzorky

a o provozni praxi [27], [28].

2.2.3 CSN ISO 18415 Kosmetika — Mikrobiologie — Priikaz specifickych a nespeci-

fickych mikroorganismii

Tato norma poskytuje v§eobecny navod pro pritkkaz a identifikaci specifickych mikroorga-
nizml a dalSich druhli aerobnich mezofilnich nespecifickych organizmt v kosmetickych
vyrobcich. Prvnim krokem postupu zkouSky je pomnoZzeni s pouzitim neselektivni tekuté
pudy ke zvySeni poctu mikroorganizmii. Pfipravend suspenze se inkubuje a poté je pieoc-
kovana na povrch Petriho misky obsahujici neselektivni agarové médium. Nasleduje inku-

bace média a identifikace kolonii [29].

Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli se identifikuji pomoci barveni podle Grama,
oxidazového testu a ptislusného testu identifikace. Staphylococcus aureus je identifikovan
barvenim podle Grama, kataldzovym testem a testem identifikace. Candida albicans
se identifikuje z vysledkil barveni podle Grama a testu identifikace a pro nespecifické mik-
roorganizmy jsou pouZity vSechny vySe zminéné testy. Specifické mikroorganizmy
se vyjadii jako ,,pfitomnost (nazev druhu) ve vzorku®, nespecifické mikroorganizmy jako
,pritomnost (nazev druhu a/nebo hlavni morfologické vlastnosti) ve vzorku a neptitomnost
specifickych mikroorganizmt, a nepfitomnost mikroorganizmi se vyjadii jako ,,nepfi-
tomnost aerobnich mezofilnich organizmt (vcetné specifickych mikroorganizmi) ve vzor-

ku*“. Zhotovi se protokol o zkousce [29].

2.2.4 CSN EN ISO 22717 Kosmetika — Mikrobiologie — Priikaz Pseudomonas aeru-

ginosa

Prvnim krokem postupu zkousky je pomnozeni popsané v normé CSN ISO 18415. Nasle-
duje vyockovani na selektivni médium a inkubace. Poté se provede barveni podle Grama,
zjistuji se gramnegativni ty€inky, a oxidazovy test — jeho pozitivita. Narostld kultura
se poté pireockuje na Pseudomonas agar pro detekci pyocyaninu a inkubuje. Riist bakterii
se kontroluje po 24, 48 a 72 hodinach. P. aeruginosa vytvaii kolonie obklopené Zluto-
zelenou zoénou diky tvorbé pyocyaninu nebo Cerveno-tmavohnédou zonou diky produkci
pyorubinu. Vysledky se vyjadii jako ,,pfitomnost/neptitomnost Pseudomonas aeruginosa

ve vzorku®. O zkouSce se vyhotovi protokol [30].
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2.2.5 CSN EN ISO 22718 Kosmetika — Mikrobiologie — Pritkaz Staphylococcus au-

reus

Zagatek postupu je obdobny jako u CSN EN ISO 22717, lisi se v selektivnich ptdach. Pro-
vadi se opét barveni podle Grama, zjist'uji se grampozitivni koky ve shlucich. Dale se pro-
vadi katalazovy test, zjiStuje se jeho pozitivita, a koagulazovy test, u néjz se také zjistuje
pozitivita. Vysledky se vyjadii jako ,,pfitomnost/neptitomnost Staphylococcus aureus

ve vzorku®. O zkouSce se vyhotovi protokol [31].

2.2.6 CSN EN ISO 21149 Kosmetika — Mikrobiologie — Stanoveni poétu a prikaz

aerobnich mezofilnich bakterii

Stanoveni poc¢tu na miskach se provadi prelivem nebo roztérem s pouzitim specifikované-
ho kultivacniho média a zaockovanim ploten ur¢enym mnozstvim vychozi suspenze nebo
fedénim vyrobku. Pocitaji se kolonie tvofici jednotky, poté se vypocita mnozstvi aerobnich
mezofilnich bakterii na mililitr nebo na gram vyrobku. Prikaz bakterii pomnoze-
nim sestava z inkubace ur¢eného mnozstvi vychozi suspenze v neselektivnim tekutém mé-
diu, pfeneseni ur¢eného mnozstvi inkubované suspenze na neselektivni pevné agarové mé-
dium, aerobni kultivace, detekce riistu a vyjadieni vysledku jako ,,pfitomnost/nepfitomnost

aerobnich mezofilnich bakterii ve vzorku®. O zkousSce se zhotovi protokol [32].

2.2.7 CSN EN ISO 29621 Kosmetika — Mikrobiologie — Pokyny pro posuzovani rizi-

ka a identifikaci mikrobiologicky malo rizikovych vyrobki

Pfedmétem této normy je pomoci vyrobciim kosmetiky a regulaénim organiim definovat
findlni vyrobky, které pifedstavuji nizké riziko mikrobialni kontaminace pii vyrobé
a/nebo pouzivani, a tedy nevyzaduji aplikaci mikrobiologickych mezindrodnich standardt
pro kosmetiku. Pfi posuzovani mikrobiologického rizika je potfeba vzit v ivahu mnozstvi
charakteristik produktu. Kombinace rtiznych fyzikalné-chemickych faktorti miize vytvofit
nehostinné prostiedi pro mikrobidlni riist a/nebo preziti. Mezi tyto faktory patfi vodni akti-
vita vyrobku, jeho pH, obsah alkoholu, suroviny, které mohou vytvofit nehostinné prostie-
di (silnd oxidac¢ni ¢inidla, organicka rozpoustédla, hnaci plyny atd.), podminky vyroby

a baleni [33].
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2.3 Rizika vyroby

Bakterie, kvasinky a plisné jsou vSudyptitomné. Mohou se §ifit pomoci prachu, kapek vo-
dy, lidi, zvifat, hmyzu a dalSich vektori a mohou rGst ve vodném prostiedi.
Do mista vyroby kosmetiky se mikroorganizmy mohou dostat uz v surovém materilu,
ve vodé pouzité pro vyrobu nebo zkondenzované na vybaveni, stojici na podlaze apod.,
z vyrobnich strojii ¢i obali, lidskym pfi¢inénim atd. Mikrobialni problémy vyroby casto
mohou byt vysledovany praveé ke Spatné mikrobiologické kvalit€¢ surovin a deionizované
vody, knedostatku mikrobiologickych kontrol v pribéhu vyrobniho procesu nebo

k neadekvatnimu ¢isténi a sanitaci [16, s. 167], [34, s. 2]

2.3.1 Voda

Voda pouzivana k vyrobé kosmetickych produkti je bud’ mekéend, deionizovana, destilo-
vana, nebo oSetfena reverzni osmédzou. Neupravend voda z vodovodu nebo studné je pou-
zivana pro osobni hygienu, chlazeni, toalety nebo na piti. Neupravena voda muize byt kon-
taminovana riznymi mikroorganizmy, jako napt. Escherichia coli a Pseudomonas spp.
V zasobnich tancich se miiZe podet bakterii rapidné zvednout az na 1 x 10° KTJ/ml, ob-
zvlast béhem teplejSich mésici. Mékcena a deionizovand voda mize také obsahovat
gramnegativni bakterie. V regenerovanych iontomeénicich se muize také objevit Bacillus
spp. a Staphylococcus spp. Tyto mikroorganizmy jsou sice v neupravené vodé v nizkych
poctech, ale rapidné se namnoZi na iontoménic¢ich, které poslouzi jako fluidizované biore-
aktory. Destilovand voda a voda oSetfend reverzni osmoézou jsou bez mikroorganizmd,
ale mohou se velmi rychle kontaminovat gramnegativnimi bakteriemi pfi skladovani a dis-
tribuci. Mikroorganizmy se poté rozristaji a tvoii biofilm v tancich, pumpach a trubkach
vodovodniho systému. Tim se vytvari mikrobialni rezervoar, ktery kontaminuje protékajici

vodu [35, 5. 272].

2.3.2 Suroviny

VétSina surovin pouzivanych v kosmetice jsou prasky, pfirodni gely nebo surfaktanty.
U praski a ptirodnich gell je primarnim kontaminantem sporulujici bakterie rodu Bacillus
¢1 Cloistridium. V surfaktantech mize rist Sirokd Skala gramnegativnich bakterii. Ptikla-
dem prasku je mastek. Spory v ném zacinaji riist v prabéhu mokrych ¢asti vyroby. VétSina

pfitomnych sporulujicich bakterii nastésti byva nepatogenni Bacillus spp. Tento vlhky pra-
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Sek je idealnim prostfedim pro mikroorganizmy, po ususeni se vSak spory zachovaji. Vy-

soce efektivnim feSenim je ozafeni gamma zafenim [35, s. 273].

Aloe vera, zastupce piirodnich geld, je ingredience zndma ¢astou pfitomnosti spor, jelikoz
je sklizena v suchych, prasnych lokalitach. Krom vySe zminénych druhti aloe kontaminuji
1 nékteti zastupci rodt Erwinia a Pectobacterium. Vyrobci aloe pasterizuji, coZ ovSem nici
pouze vegetativni buiiky, je b&Zné obdrZet aloe s poSty az 10°-10° KTJ/ml. ReSenim
je tyndalizace — opakovana pasterizace. AvSak pomalé chlazeni mezi pasterizacemi posky-
tuje dostatecny ¢as o vhodné teploté pro vykli¢eni spor, ale také pro rlst a vytvoreni jesté
vice spor. Pro ziskani mikrobiologicky ¢istého produktu by aloe tedy méla byt bleskove
pasterizovana, poté rapidné¢ ochlazena a proces by mél byt zopakovan béhem 24 hodin

[35, s. 273].

VétSinu surfaktantl je obtizné uchranit pfed kontaminaci. Vyjimkou je naptiklad dodecyl-
sulfat sodny diky vysokému pH. Dalsi surfaktanty, jako dodecylsulfat amonny, jsou k mik-
robiologické kontaminaci velice nachylné a potiebuji konzervaci, naptiklad isothiazolino-
ny nebo formaldehyd, k tomu si vS§ak mnoho mikroorganizmi dokaZze vytvofit toleranci.
Je proto dobré védét, ktery mikroorganizmus je primarnim kontaminantem, a podle toho
zvolit konzervant. Primarnimi kontaminanty surfaktantd mtze byt Pseudomonas, Entero-

bacter, Klebsiella, Serratia nebo Proteus spp. [35, s. 273].

2.3.3 Osobni hygiena

Témata, kterd by méla byt pokryta pii vycviku pro hygienickou vyrobu, zahrnuji osobni
hygienu, kontaminaci produktu zaméstnanci a zplsoby prevence kiizové kontaminace.
Zamgéstnanci by si meli myt ruce, kdyz odejdou a vrati se do mista vyroby. Dokonce 1 myti
rukou po dobu 15 sekund bude mit za nésledek signifikantni pokles mikrobiadlnich poct
ve srovndni s neumytyma rukama. Kazdopadné tadné myti teplou vodou (32—43°C) a bak-
tericidnim mydlem po dobu alespoil jedné minuty je nejlepsi. Zaméstnanci by také neméli

nosit Sperky [35, s. 273].

Pro spotiebitele je esteticky nepiijemné, pokud v produktu najde vlas. Proto by vlasy
1 vousy mé&ly byt zakryty ve vSech mistech vyroby. Zaméstnanci by méli nosit jednorazové
Cepice a vousenky, které veskeré vlasy a vousy schovaji. Napied by si méli tyto pokryvky

nasadit, poté teprve umyt ruce. Obleceni musi byt Cisté a bez ozdob. Na svétlych unifor-
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mach je diive vidét znecisténi nez na tmavych, jsou tedy vhodné&jsi. Kapsy by mély mit

patky, aby nedoslo k vypadnuti jejich obsahu do produktu nebo stroje [35, s. 273-274].

2.3.4 Mikrobiologické aspekty spravné vyrobni praxe

Ptestoze je Spravna vyrobni praxe (dale jen SVP) dobrovolna, vétSina spolecnosti podle ni
postupuje, obzvlast’ spoleCnosti vyrabéjici kosmetické ptipravky, které hrani¢i s l1éCivy

[35, . 272].

2.3.4.1 Oddéleni kontroly kvality

Spravna vyrobni praxe vyZaduje vytvofeni oddéleni kontroly kvality, které ma zodpovéd-
nost a pravomoc schvalit nebo odmitnout vS§echny komponenty, nddoby, vicka, obalové
materialy a dal$i suroviny. Kontrola kvality je také zodpovédna za schvaleni nebo odmit-
nuti vSech procesti nebo specifikaci, které maji vliv na identitu, kvalitu a ¢istotu produktu.
Mikrobiologicky vstup je pozadovan pro fizeni posouzeni mikrobiologického rizika, urceni
akceptovatelnych mikrobiologickych limit surovin a findlnich produktt a provadéni mik-

robiologickych testi [16, s. 169].

2.3.4.2 Persondlni vycvik

V tomto ohledu SVP vyZaduje, aby lidé provad¢jici mikrobiologické analyzy méli vhodné
vzdelani a vycvik k vykonavani kvalitnich kontrolnich analyz, k fizeni firemnich auditt,
pii kterych jsou asepticky odebirany a analyzovany vzorky surovych materidli a mezivy-
robnich vzorkt pro zjisténi poctu a druhii pfitomnych mikroorganizmi, a k provadéni testt
efektivity konzervantii. Mikrobiologové jsou ¢asto vyzvani k vedeni vycviku firemni sani-
tace, konzultacim ohledné ¢isticich a sanitacnich programil a asistuji pfi Skoleni firemniho

personalu o mikrobiologickych aspektech SVP [16, s. 169-170].

2.3.4.3 Osobni zodpovédnost

Zaméstnanci, ktefi pracuji ve vyrobé, zpracovani nebo baleni produktu maji mit ¢isté oble-
¢eni, které je vhodné pro danou pozici. Dale by zaméstnanci, ktefi jsou zjevné nemocni
nebo maji oteviené poranéni, coz by mohlo neptiznivé ovlivnit bezpecnost nebo kvalitu
produktu, méli byt vylouc€eni z pfimého kontaktu s vyrobkem, dokud nedojde k uzdraveni
nebo zdravotni persondl nerozhodne, Ze kvalita kosmetického prostfedku nebude ohroZena.

Toto je oblast, ve které mohou byt mikrobiologové pozadani o spolupraci s managemen-
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tem a vedoucimi vyroby, aby je upozornili na mikrobiologicka rizika kontaminace produk-
tu, kterd se mohou objevit, pokud se osoba s infikovanymi poranénimi dostane do kontaktu
s procesnim tokem. Takovéto informace by mély byt prezentovany na pravidelnych skole-

nich firemniho personalu [16, s. 170], [36].

2.3.4.4 Cisténi a tidriba vybaveni

SVP vyzaduje, aby vybaveni a nastroje byly ¢istény, udrzovany a dezinfikovany ve vhod-
nych intervalech k prevenci poruch nebo kontaminace, které by mohly mit vliv na bezpec-
nost, identitu, silu, kvalitu nebo ¢istotu produktu. Pro ptidéleni zodpoveédnosti za Cisténi
a udrzbu vybaveni a planovani fadné udrzby, ¢isténi a sanitace jsou vyzadovany dokumen-
tované postupy. Ty musi byt zaroveil navrzeny tak, aby chranily ¢isté vybaveni proti kon-
taminaci pfed pouzitim. VSechny zminéné ¢innosti, véetné kontrol, musi byt zaznamenany.
V této oblasti je nutny fddny dozor, jelikoz pracovnici Casto Cistici a sanitacni postupy zce-

la nedodrzuji [16, s. 170], [36].

2.3.4.5 Kontrola vyroby a vyrobniho procesu

Pozadavkem SVP jsou dokumentované postupy kontroly vyroby a vyrobniho procesu
z diivodu zajisténi identity, sily, kvality a Cistoty produktu, které ma mit. Tyto postupy
maji byt navrZzeny, posouzeny a schvaleny oddélenim kontroly kvality. Podle téchto postu-
pu musi byt postupovano a jejich funkénost dokumentovana v pribéhu produkce. Jakéko-

liv odchylky musi byt zaznamenany a zdtivodnény [16, s. 171].

2.3.4.6 Vzorkovdni a testovdni meziproduktii a konecnych produktii

M¢ly by byt stanoveny dokumentované postupy popisujici mezioperacni kontroly a testy
nebo vySetfeni, provadéné na vhodnych vzorcich, a ptejimaci kritéria. Meziprodukty
a konecné produkty pak budou schvaleny nebo zamitnuty oddélenim kontroly kvality. Vy-
robci Casto dokumentuji mikrobiologickou kvalitu meziprodukti a kone¢nych produkt
odebranim vzorkl a testovanim vyrobené hmoty (vzorky se typicky odebiraji na zacatku,
uprostied a na konci Sarze nebo z kazdé smény, pii které byl vysledny produkt dokoncen

a zabalen) pro demonstraci splnéni mikrobiologické specifikace [16, s. 171], [36].
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2.3.4.7 Kontrola mikrobidlni kontaminace

Kosmetické produkty v nddobach uréenych k opakovanému pouzivani nemusi byt nezbyt-
n¢ sterilni, ale pouziva se konzervacni systém, ktery vyrobky déla samosterilizujicimi. Ma-
ji byt vytvoreny a nasledovany vhodné dokumenty navrzené k prevenci pfitomnosti neza-
doucich mikroorganizmti. Toto je dal§i misto, kde je nezbytny mikrobiologicky vstup

[16,s. 171].

Pro udrzeni mikrobiologické kontroly nad vyrobou je vhodny koncept Systému analyzy
rizika a stanoveni kontrolnich bodli (Hazard Analysis and Critical Control Point, dale
HACCP). Jedna se o racionalni proces odhadu rizika spojeného s kazdym krokem vyrob-
niho procesu. Zahrnuje zfetel k surovym materialiim a procesnim krokam, které poskytuji
vhodné podminky pro mikrobidlni rast (naptiklad pomér ¢asu a teploty poskytujici ade-
kvétni vlhkost, a Ziviny, které mohou byt dostupné pro kontaminujici mikroorganizmy).
Zakladni komponenty procesu HACCP jsou biologicky kritické kontrolni body, které, bez
spravné udrzby, mohou vyustit v produkci kontaminovanych produktl, a fyzikalné riziko-
vé kontrolni body, které bez fadné udrzby a kontroly mohou vést k zavedeni rizikovych

cizorodych materialii do produktu [16, s. 171-172].

2.3.4.8 Laboratorni kontroly

Vhodna organizacni jednotka ma navrhnout ztizeni specifikaci, standardl a plant pro ode-
birani vzorkt, testovacich postupt a dalSich laboratornich kontrolnich mechanizmi, které
poté budou posouzeny a schvaleny oddélenim kontroly kvality. Odchylky od téchto postu-
pl musi byt zaznamenany a zdlvodnény. Psané postupy maji zahrnovat metodu vzorkova-
ni a pocet odebranych vzorkl ze Sarze. Testovana ma byt kazda Sarze, a pokud je to ne-
zbytné, ma byt prokazano, ze neobsahuje nezddouci mikroorganizmy. Maji byt urcena
vhodna statisticka kritéria pro hodnotu akceptovatelnych, nebo neakceptovatelnych mnoz-

stvi mikroorganizmu. Testovaci metody musi byt validovany [16, s. 172].

2.4 Mikrobiologicka kontaminace dekorativni kosmetiky

Jak jiz bylo zminéno, kosmetické piipravky obvykle nejsou sterilni, avSak pocet mikroor-
ganizmu je normalné velmi nizky, takZe neovliviiuje kvalitu nebo bezpecnost vyrobku,
pfitomné mikroorganizmy vSak nesmi byt patogenni. Nizky pocet mikroorganizmi

by si v§ak produkt mél zachovat i pii pouzivani, navzdory nevyhnutelné kontaminaci spo-
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tiebitelem. Tomu maji dopomoci vhodné zvolené konzervanty. Mikrobiologické cistota
produktu zavisi na opatienich a kontrolach vyroby, analyze vzorkid od surovin po dokon-
¢eni. Lepsi je odhalit mikrobialni kontaminaci pfi téchto kontrolach, ovSem to se ne vzdy
podaii. Nekdy je odhalena az po zméné vyse zminénych organoleptickych vlastnosti spo-
ttebitelem. Jednim z divodu, pro¢ se nepodaii zjistit kontaminaci pfi kontrole, je maly po-
¢et vzorkl odebranych z celé Sarze produktu, kontaminace se nemusi vyskytovat rovno-

meérmé [37, s. 43, 46], [38, 5. 93], [39, s. 40-41], [40, s. 304].

Infekce zptisobené kontaminovanou kosmetikou jsou v dnesni dobé pomérné vzacné, le-
gislativa a zavedeni SVP zvysily mikrobiologické standardy. Pfesto se kontaminovana
kosmetika objevuje a v nékterych pifipadech ma pro wuzivatele vazné nasledky

[41, 5. 70, 73]

2.4.1 Kontaminace spotiebitelem

Kontaminace a kazeni kosmetiky vlivem mikroorganizmt je komplexni proces ovlivnény
mnoha riznymi faktory, jako fyzikalné-chemické charakteristiky a specifické slozeni pro-
duktu, kontaminace uzivatelem pifi uzivani spojend se ztratou efektivity konzervacniho
systému vlivem c¢asu, coZ vede k biochemické a degradacni ¢innosti mikroorganizmi.
Kazdy ma svou charakteristickou kozni mikrofléru, kterda mize byt pro jiného $kodliva,
velmi nevhodné je tedy sdileni kosmetiky, které mize vést ke zvySeni rizika prameniciho
z mikrobidlni kontaminace. Dal§im castym problémem je skladovani kosmetiky
v koupelné, jeji vlhké prostifedi podporuje riist a vyvin potencialné patogennich mikroor-
ganizm, jakymi jsou houby a bakterie. Kontaminaci miiZze zpisobit také pouZivani starych
aplikatorti na nové vyrobky. Jednim z faktort je i osobni hygiena. Dekorativni kosmetika
by neméla byt pouzivana po datu expirace a méla by byt vyménéna po prodélani bakterial-

ni infekce [21, s. 376, 379], [42, s. 154], [43, s. 588].

2.4.2 Mikrobiologicka kontaminace Fasenek

Na kontaminaci jsou nachylné fasenky na bazi vody, u fasenek na bazi rozpoustédel neni
velkym problémem, protoze organicka rozpousStédla nepodporuji bakteridlni rast.
Ty by méli volit 1idé nachylni k infekcim. Pfestoze fasenky obsahuji antibakterialni latky,
doporucuje se fasenku vymeénit po ttech mésicich pouzivani a nemélo by ji pouzivat vicero
lidi. Nejvice znepokojujicim bakteridlnim kontaminantem fasenek je Pseudomonas aeru-

ginosa, muze zpusobovat infekce rohovky vedouci ke zhorSeni ostrosti vidéni. Staphylo-
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coccus epidermidis a Staphylococcus aureus se t€Z mohou v fasence mnozit. Infekce jsou
Castjsi, pokud je oko infikovanou fasenkou, respektive kartackem, poskozeno. Plisné
a kvasinky mohou také kontaminovat fasenky a zptisobovat infekce, ale to se objevuje
vzacné a pouze u imunokompromitovanych osob, které nosi kontaktni cocky [10, s. 428],

[21,s. 376], [44, s. 96].

Roku 2008 byly ve Spojenych statech zkoumany dva typy fasenek po tifimésicnim uzivani,
jeden znacky Avon (16 vzorkil), druhy znacky Maybelline (17 vzorki). Jako kontrola byly
vybrany nepouzité vzorky, tfi od kazdé znacky. U kontrolnich vzorki Maybelline nebyla
zjisténa kontaminace, u znacky Avon se objevila u 2 kontrolnich vzorkl. U pouzivanych
fasenek byla zjisténa kontaminace u 5 vzorkl od obou znacek (31 %). U 2 vzorki se obje-
vil nartst Staphylococcus epidermidis, u 8 byl nartst Streptococcus spp., 4 vzorky vykazo-
valy ptfitomnost plisni nebo kvasinek. Nartst byl u vSech 12 vzorkli velmi maly, po jedné

kolonii, coz mtize, ale také nemusi byt vyznamné [43, s. 590-592].

Dalsi studie z roku 2011 z Irdku testovala 25 tfasenek zakoupenych v rtiznych supermarke-
tech. U nepouzitych fasenek byla nalezena kontaminace u 40 % vzorkl. Ur¢ené bakterie
byly Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Staphylo-
coccus epidermidis. Rasenky obsahovaly i kvasinky a plisné, a to Candida albicans, Peni-
cillium spp. a Aspergillus fumigatus. Ve studii bohuzel neni uvedeno, o jaké konkrétni pro-
dukty se jednalo, nelze tedy posoudit, zda se jedna pouze o problém tamni vyroby, nebo

byly analyzovany fasenky dostupné i v Ceské republice [45, s. 39—41].

V Brazilii byly roku 2013 zkouméany opét fasenky po pouziti. Cty¥i kontrolni vzorky neu-
kazovaly narlst S. aureus ani P. aeruginosa, celkovy pocet bakterii, plisni a kvasinek byl
velmi nizky. Co se patogeni tyce, 40 vzorkli obsahovalo v 79 % S. aureus a 13 % bylo
kontaminovéano P. aeruginosa. Ve studii neni feceno, jak dlouho byly vzorky pouzivany.
Zminén je vSak fakt, Ze ucastnice studie Casto svou kosmetiku sdili nebo pajcuje. To ma

pravdépodobné vliv na zvysSené procento fasenek obsahujicich patogeny [21, s. 376-378].

2.4.3 Mikrobiologicka kontaminace tuzek na o¢i a rty

Jadra tuzek ptichazeji do blizkého kontaktu se sliznicemi oka nebo rt. To je hlavni zdroj
znepokojeni pii zvazovani nepfiznivych ucinkit mikrobidlni kontaminace téchto produkti.
Nicméné nejenom jadra, ale také dievéné obaly tuzek mohou byt kontaminovany. Ve vyse

zminéné studii z Irdku byly analyzovany tuzky na o€i, kdy bylo kontaminovano 32 % vy-
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robkl, a konturovaci tuzky, ze kterych bylo kontaminovano 27 %. Plisn¢ nebyly nalezeny,
z kvasinek pouze Candida albicans a z bakterii E. coli, S. aureus, S. epidermidis a P. aeru-

ginosa [45, s. 41], [46, s. 311-312].

2.4.4 Mikrobiologicka kontaminace rtének

Rténky jsou uzivateli ¢asto ¢astecné pozity, proto je jejich Cistota velmi dulezita. Ve studii
z Indie vydané roku 2015 bylo testovano 12 vzorkl rtének mezinarodnich i mistnich zna-
¢ek, a to rténky nepouzité 1 pouzivané. Z nepouzitych vzorkl byly izolovany bakterie Pro-
teus vulgaris, Morganella morganii a Pseudomonas spp. Staphylococus arlettae byl izolo-
van z pouzitych i nepouzitych vzorkl a Proteus penneri a Providencia vermicola se vysky-
tovaly pouze v pouzitych rténkach. Pritomnost téchto bakterii je alarmujici, i kdyz autofi
studie piipoustéji, ze nékteré¢ vyrobky mohou byt pouze napodobeninami originali

[47, s. 150-153].

Rténky mohou byt také nachylné k rustu plisni. Produkt mize byt pfi pouzivani navlhéen

dechem nebo slinami, coz rténce dodava potiebnou vlhkost [48, s. 733].

2.4.5 Mikrobiologicka kontaminace o¢nich stinii a pudri

O¢ni stiny a pudry jsou pomérné podobné vyrobky, proto jsou zde shrnuty do jedné kapito-
ly. Pudry jsou charakteristické velmi velkou plochou povrchu, ktery je v principu schopny
hostit velmi mnoho mikroorganizmi. AvSak nejedna se o zvIast' ptiznivé substraty, takze
se vysoka kontaminace obvykle nevyskytuje. Nicméné pti mikrobiologické analyze testerti
ocnich stint v riznych obchodech bylo zjisténo, ze 67 % z nich bylo kontaminovéano. Tes-
tery byly, podle odhadii prodavacek, pouzivany mezi 6 a 24 meésici. Asi 90 % kolonii tvofi-
la béZna kozni mikrofldra, a to Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Staphylococcus
epidermidis a Bacillus spp. S. aureus a gram-negativni tyCinky Acinetobacter calcoace-
ticus a Moraxella spp. byly izolovany vyjimecné. Plisn¢ se vyskytovaly casto, avSak

ve velmi malém mnozstvi [14, s. 298-300], [45, s. 39].

2.4.6 Mikrobiologicka kontaminace dekorativni kosmetiky v kosmetickych salonech

Studie z roku 2016 provedena v franu ukézala, ze 100 % testovanych produktii (pudry,
krémy, tfasenky, o¢ni linky) v danou dobu pouZzivanych v mistnim kosmetickém salonu
obsahovalo bakteridlni kontaminaci, 19,2 % (pfevdzné pudry) bylo kontaminovano plis-

némi nebo kvasinkami. Asi 52 % izolovanych bakterii bylo gramnegativnich. V pletové
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kosmetice byly dominantni bakterie Streptococcus spp., Acinetobacter a Pseudomonas spp.
Déle byly izolovany Bacillus spp., Staphylococcus spp. a Escherichia coli. Z kvasinek
a plisni byly pfitomny pouze rody Candida, Rhodotorula a Penicillium. V o¢ni kosmetice
byly nejvice zastoupeny Streptococcus spp., Pseudomonas spp. a Acinetobacter, déle Ba-
cillus spp., Staphylococcus spp., E. coli, a rody Salmonella, Klebsiella a Citrobacter. Plis-
né se nevyskytovaly, pouze kvasinky Candida spp. a Rhodotorula spp. Celkové byly nej-
a také vlivem Stétcii a labutének. Piestoze grampozitivni bakterie tvoii vétSinu kozni flory,
v testované kosmetice prevazovaly gramnegativni bakterie. To miize byt z divodu vétsi

odolnosti gramnegativnich bakterii vii¢i nepfiznivym podminkam v kosmetice [49].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

Cilem praktické ¢asti této prace bylo zmapovat vyrobni proces difevénych kosmetickych
tuzek, statisticky zpracovat data dodana z pramyslové vyroby a provést mikrobiologickou
analyzu vzorkl tuzek a hmot z riznych fazi vyroby podle dodané¢ho vnitiniho firemniho
standardu. Ziskana data dale zpracovat, vyhodnotit a nasledné navrhnout opatieni, ktera

by mohla riziko kontaminace snizit.
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4 VYROBA DREVENYCH KOSMETICKYCH TUZEK

V této kapitole je popsana vyroba kosmetickych tuzek ve firmé, se kterou probihala spolu-
prace. Tuzky se déli na nalévané a extrudované, rozdil je predevSim v technologii vyroby,

ale 1 ve slozeni.

4.1 Vyroba jadra

Surovina je ze skladu v neporuseném obalu pfevezena na presyp. Zde jsou pevné suroviny
v laminarnim boxu piesypany do vyc¢isténych a vydezinfikovanych sudt. Kapalné suroviny
zlstavaji v pivodnich sudech, pouze se vyméni cerpadlo po pfedchozim vyc¢isténi a dezin-
fekci. Suroviny jsou pfevezeny do vazirny, kde jsou do pytli nebo misek navaZena piesna
mnozstvi pro konkrétni zakazku a ulozena do nerezové piepravky. Prepravka je poté pie-
vezena k michac¢ce (Obrazek 1), kterd je temperovand. Nejprve se v michacce rozpusti
vosky a tuky, po potfebné dob& michani se pfisypou pigmenty a dalsi sypké suroviny

a v michéani se pokracuje dalSich 45 minut.

Obrazek 1: Michacka
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Nasleduje homogenizace hmoty na tiivalci (Obrazek 2), coz jsou tii valce otacejici se proti
sob¢ riznymi rychlostmi. Na zacatku valcovani je odebran vzorek pro kontrolu nuanceu-
rem. Pokud barva neodpovidé standardu, upravi se pfiddnim pigmentu. Zvéalcovana hmota

je pfemisténa do mraziciho boxu, kde ¢eka na dalsi zpracovani.

Obrazek 2: Trivalec

Hmota pro nalévana jadra se roztavi, prelije do kybli a odveze do chladiciho boxu. Jeji

dalsi zpracovani je popsano v kapitole 4.2. Vyroba surové tuzky.

Hmota urcend pro extrudaci je lisovana do tzv. kartusi (Obrazek 4). Po zchlazeni v lednici
se kartuSe vlozi do extrudéru (Obrazek 3), ktery vytlaCuje nasekana jadra, jejichZz délka

se poté upravuje na pozadovany rozmeér. Jadra jsou zabalena a chlazena (Obrazek 5).

Rizikové faktory z hlediska mikrobiologické kontaminace jsou zejména vSudypiitomny
prach mastku, ukladajici se na pracovnich a odkladnych plochéach, a lidsky faktor, jako
spadlé vousenky, vyhrnuté rukavy apod.
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Obrazek 3: Extrudeér

e NROGOR4208

Obrazek 4: Kartuse
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4.2 Vyroba surové tuzky

Nejprve jsou do diivek vyfezany drazky pro jadra, obvykle 8, dale se postup lisi podle to-

ho, zda se jednd o nalévanou, nebo extrudovanou technologii.

4.2.1 Extrudované jadro

Do zasobniku zakladaciho stroje se vlozi extrudovana jadra a do dalSich dvou zasobnikii
diivka (Obrazek 5). Do dfivek zprvniho zisobniku stroj automaticky vklada jadra
a nasledné je pfilozeno dfivko druhé, potfené lepidlem. Slepena difivka po lince pokracuji
do lisu (Obrazek 6), kde setrvaji potfebnou dobu pro zaschnuti lepidla. Tyto tzv. sendvice
jsou poté sefiznuty na pozadovanou délku a otevieny konec s jadrem je potfen UV lakem
pro zabranéni mikrobiologické kontaminace (Obrazek 7). Sendvice déle pokracuji

do hoblovaciho stroje, kde jsou roziezany a zahoblovany na surové tuzky (Obrazek 8).

Obrazek 5: Zakladaci linka — extrudovana technologie
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Obrazek 6: Lis na sendvice

Obrazek 7: Sendvice

Obrazek 8: Surova tuzka
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4.2.2 Nalévané jadro — Soft linka

Vyrobend hmota se rozpusti v kotliku, ze kterého je hadici Cerpana do nalévaciho stroje.
Ten hmotu nalije do tzv. masek s osmi kanalky (Obrazek 9). Zatimco hmota tuhne, maska
se pooto¢i, vznikld jadra se CasteCné¢ vysunou a jsou sefiznuta na potiebnou délku.
Po dal$im pootoceni jsou zcela vysunuta a vlozena do diivek, kterd jsou umisténa ve dvou
zasobnicich jako u extrudované technologie. Cely nasledujici proces je jiz také

s extrudovanou technologii totozny. Pohled na Soft linku je na Obrazku 10.

Obrazek 9: Masky

U nalévané technologie miize byt z hlediska mikrobiologie rizikova chladici voda, ktera
caste¢né unikd a kondenzuje na strojich. U soft linek jsou zésobniky s jednordzovymi ru-
kavicemi pro zaméstnance umisténé piimo u odpadkovych koSi. Muze se tedy stat,
ze je kontaminuji odpadky. DalSim piipadnym zdrojem kontaminace je lidsky faktor,
a to u nalévané i1 extrudované technologie. Vypozorovanym piikladem bylo sebrani véci

ze zemé v rukavicich a néasledné okamzité pokracovani v praci bez vymény rukavic.
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Obrazek 10: Soft linka

4.2.3 Dokoncovani

Surové tuzka je lakovana a macena. Po zaschnuti laku je tuzka potisknuta razbou pies folii
nebo sitotiskem. Tuzka dale pokracuje na dokoncovaci linku (Obrazek 12), kde je ohroce-
na a zavickovana, na opacny konec mohou byt ptidany rtizné aplikatory (Obrazek 11). Do-
koncena tuzka muze byt zabalena do smrStovaci folie, nakonec jsou tuzky vlozeny

do sacki nebo krabicek.

Obrazek 11: Aplikatory
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Obrazek 12: Dokoncovaci linka

Problematickymi jsou tzv. karta€kova chranitka, neboli vicka, s nekrytym kartackem (Ob-
razek 13). Z krabic jsou piesypana do zasobnikli dokoncovaci linky, odkud jsou automa-
ticky nasazovéana na ohrocené tuzky (Obrazek 14). Riziko mikrobiologické kontaminace
nechranéného kartacku je velké, obzvlast v momente, kdy se vyrobek dostane v obchodé
do regélu, kde se na n& zacne okamzité prasit. Idedlnim feSenim by bylo napt. ptidat

na kartacky krytky, coz by ovSem vedlo ke zvySeni nakladu.

Obrazek 13: Kartackove chranitko
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Obrazek 14: Zasobniky s chranitky

U nékterych textur jsou hroty po ohroceni za$pinéné hmotou. Pokud je to potieba,
jsou ru¢né docistovany, coz je dalSim potencidlnim zdrojem kontaminace (Obrazek 15).
Tato ¢innost by méla byt provadéna v Cistych bavinénych rukavicich, coz se ovSem ned¢je

v uplné vsech ptipadech. Proto je dilezité pracovniky neustdle vzdélavat o hygiené prace.

Obrazek 15: Docistovani hrotu
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Dalsi vypozorovanou zalezitosti byla pfitomnost kartonovych krabic s vicky a aplikatory
pfimo v dokoncovaci hale. S krabicemi se do haly mtze ze skladu dostat prach, necistoty

a samoziejm¢ také nezadouci mikroorganizmy.
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5 STATISTICKE ZPRACOVANI

Z firmy byla dodana data o mikrobiologickych kontrolach a nalezech za roky 2014, 2015
a2016. V souboru bylo 10 257 vzorkd, z toho byl u 306 mikrobiologicky nalez, tzn. 3 %
vadnych vzorkl. Bylo testovano, zda na kontaminaci maji vliv tyto parametry: textura, typ

technologie, mésic, mésic a rok, dekada a velikost zakazky.

Vzhledem k tomu, Ze mikrobiologické nalezy byly pomérné vzacné, nebylo mozné pouzit
obvykly test dobré shody, protoze ten vyzaduje, aby teoreticka Cetnost vyskytu byla ale-
spon 5. Proto jsme ptredpokladali, ze vyskyty mikrobiologického nalezu maji Poissonovo
rozdéleni, a pocitali jsme, s jakou pravdépodobnosti se miize vyskytnout zjistény pocet
mikrobiologickych nélezii. Nulova hypotéza tedy tikd, Ze zjisténa cetnost mikrobiologic-
kych nalezii odpovida pravdépodobnosti jejich vyskytu 3 %. Protoze jsme celkem provedli
ptes 250 testll hypotéz, ignorovali jsme zamitnuti nulové hypotézy na hladiné vyznamnosti
0,05 — pti této hladin€ vyznamnosti je pravdépodobnost chybného zamitnuti nulové hypo-
tézy 5 %, tedy pii 250 testech miiZze dojit k asi 13 neopravnénym zamitnutim nulové hypo-
tézy. Proto jsme s jistou opatrnosti pouzili jen vysledky, kdy doSlo k zamitnuti na hlading
vyznamnosti 0,01, a zejména vysledky, kde nulova hypotéza byla zamitnuta na hladiné

vyznamnosti lepsi nez 0,001.

5.1 Vliv textury, technologie a velikosti zakazky

Bylo testovano 59 typu textur a 5 typa vyrobnich technologii. Rozdily v mikrobiologické
kvalité¢ mezi jednotlivymi typy textur nebyly statisticky vyznamné, stejné jako rozdily
uvzorkllt vyrdbénych riznymi technologickymi postupy. Nebylo tedy prokazano,

Ze by textura nebo technologie vyroby mély vliv na mikrobiologickou kvalitu.

DalS$im testovanym parametrem byla velikost zakazky. Ta se obvykle pohybuje od péti
tisic do desitek tisic kusii. Pti zpracovani velké zakazky pracuje v pritbéhu jeji vyroby vice
smén a stiidaji se na ni pracovnici, vyrobni zafizeni se Cisti aZ po dokonceni celé zakazky.
To by mohlo pfedstavovat zvySené riziko mikrobidlni kontaminace. Ani zde vSak nebyly
rozdily v mikrobiologické kvalité statisticky vyznamné a v rdmci béznych vyrobnich ob-
jemt velikost zakazky mikrobiologickou Ccistotu vyrobkli pravdépodobné neovlivni.
Je vSak tfeba si také uvédomit, Ze pokud se vzorek odebird z velké zakazky jednorazove,
je veétsi Sance, Ze se netrefime do vyrobki ,,necistotné* smény a nezaznamename, ze Cast

vyrobki je kontaminovana.
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5.2 Vliv dekady, mésice a roku

Sledovan byl také pocet vadnych zakazek v priabehu roku. Data byla rozd€lena nejprve

po jednotlivych mésicich, poté 1 po kratSich casovych intervalech (dekadach).

Pti rozd€leni zakazek podle kalendarnich mésict bylo zjisténo zvySené mnozstvi mikrobio-
logicky vadnych vzorkd v srpnu, zafi a fijnu. ZhorSend mikrobiologicka kvalita zakazek
vyrabénych v téchto mésicich mlze byt zptisobena zménami v persondlnim obsazeni smén
kvali Cerpani fadné dovolené. Vyvoj mnozstvi kontaminovanych zakdzek je zndzornén
na Obrazku 16, kde je vidét, ze v obdobi mezi ¢ervencem a listopadem 2015 bylo Sest me-
sicti, kdy byla Cetnost mikrobiologickych nalezi nadprimérnd, ztoho v ¢ervenci 2015
na hladiné¢ vyznamnosti 0,01 a vsrpnu, zafi a fijnu dokonce na hladin¢ 0,001.
Po konzultaci s vyrobcem bylo zjisténo, Ze v obdobi zvySené Cetnosti mikrobiologickych
nalezti probihaly generalni tklidy a dikladné ¢isténi vyrobnich prostor a stroji. Tyto nad-
standardni uklidové prace probihaly za neptferuseného provozu, tedy ptimo béhem vyroby
nekterych zakazek. ZvySend prasnost spojena s témito ukony muze byt pravdépodobnou

pfi¢inou problematické mikrobiologické kvality zakazek vyrabénych v tomto obdobi.

Vyvoj vadnych zakazek v case
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Obrazek 16: Vyvoj vadnych zakazek v mésicich
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Dale jsme testovali, zda po mésici s vy$§im nebo nizS§im podilem mikrobiologickych nale-
zl nasleduje opét mésic s vyS$$im nebo nizs§im podilem. Nebylo zjisténo, ze by po mésici
se zvySenym poctem kontaminaci nasledoval opét mésic se zvySenym poctem kontamina-
ci, ani naopak, Ze by nizky pocet kontaminaci v jednom mésici znamenal totéz

v nasledujicim.

Dekédy jsou pocitany po dnech, tedy 1. dekada znaci 1.—10. ledna 2014, 2. dekada 11.-20.
ledna 2014 a tak dale. Zavislost poméru vadnych zakazek na dekad¢ je znazornéna na Ob-
razku 17. Tam opét vidime dlouhou nepferusenou sérii neuspesnych dekad od 54. do 69.
(mezi daty 15. 6. 2015 a 11. 11. 2015), kdy ve 4 ptipadech byla ¢etnost mikrobiologickych
nalezti nadprimérné na hladin¢ vyznamnosti 0,01 a ve dvou ptipadech dokonce na hladiné

0,001. Toto zjisténi je v souladu se zjiSténimi ziskanymi analyzou dat dle kalendainich

mésicu.
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Obrazek 17: Vyvoj vadnych zakazek v dekaddch

Podobné jako pro mésice bylo i pro dekady testovano, zda po dekdd¢ s vyssim nebo niz$im
podilem mikrobiologickych nalezli nésleduje opét dekada s vysSim nebo niz§im podilem.
Bylo zjisténo, Ze po UspeSné dekad€ by méla nasledovat dalsi Gspésna s pravdépodobnosti

0,37 (pokud by se uspesné a neuspeésné dekady stiidaly nahodné), ve skute¢nosti po uspes-
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né nasledovala dal$i ispé$na s pravdépodobnosti 0,47. Po netspésné dekadeé by mela dalsi
neuspésna nasledovat s pravdépodobnosti 0,16 a ve skutecnosti to bylo 0,24. Tento vysle-
dek je ve zdanlivém rozporu s tim, co bylo zjisténo pro po sob¢ jdouci mésice. Tento roz-
por Ize ale vysvétlit kratSim intervalem testovani. Pti rozdé€leni dat do dekad lze z vysledkt
statistického zpracovani dat konstatovat, Ze bude-li zaznamendna neuspésnd dekada,

je na misté zvySena pozornost vii¢i mozné kontaminaci v dekadé nasledujici.

Poté co bylo zjisténo, ze po neltspésné dekadé se zvysenou pravdépodobnosti nasleduje
dalsi neuspésna dekada, zkusili jsme jesté zopakovat vypocet pro kratsi (pétidenni) Casovy
interval. O¢ekavané a naméiené pravdépodobnosti vysly shodné jako pro dekady. To zna-

mena, ze doba zvySeného rizika mikrobialni kontaminace neni krat$i nez 10 dni.

5.3 Souhrn a doporuceni vyplyvajici ze statistické analyzy dat

Statistickym zpracovanim dat nebylo prokazano, Zze by na mikrobiologickou ¢istotu vyrob-
kit méla vliv textura nebo technologie vyroby. Statisticky vyznamny vliv nebyl prokézan
ani u velikosti zakdzky, coz v§ak mize byt zkresleno vybérem testovanych vzorka. Zvyse-
ny pocet mikrobiologicky vadnych vzorkli v mésicich srpen, zafi a fijen mize byt zplso-
ben zménami v personalnim obsazeni smén z diivodu Cerpani fadné dovolené. Dale bylo
zjisténo, ze existuje zvySend pravdépodobnost, Ze po neuspesné dekadé bude opét nasledo-

vat neuspésnd, a Ze po Usp&Sné dekadé bude nasledovat dekada Gspésna.

Doporucuje se zvySena pozornost v dobé dovolenych a pii zaznamenani dekady se zvyse-
nym pocétem mikrobiologicky vadnych zakazek. Z divodu vysoké pravdépodobnosti po-
kracovani problému je vhodné zvysit hygienicka a sanitacni opatfeni, stejn€ jako mikrobio-
logickou kontrolu. Pro vétsi presnost a vypovidajici schopnost dat by bylo vhodné odebirat
vzorky pro mikrobiologickou kontrolu na zac¢atku, uprostfed i na konci vyroby, zejména

u vetsich zakazek.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Z firmy byly dodany vzorky extrudované a nalévané technologie z riznych etap vyroby,

dale vzorky drazkovanych diivek a pomocnych latek z vyroby — mastku a Xiameteru.

U vzorkt byly provedeny mikrobiologické rozbory podle vnitiniho standardu firmy.

6.1 Laboratorni vybaveni

laminéarni box Clean Air
termostat Memmert (30°C)
laboratorni vahy Vahy Kern 440-45N
Petriho misky

Erlenmeyerovy baiky (100 ml)
mikropipeta

pinzeta

skalpel

1zicka

kleste

sterilni jednorazové klicky
sterilni jednorazové pipety
odmérny valec

nadoba pro anaerobni kultivaci

bunicina

6.2 Zivné pidy, mikrobiologické testy a chemikalie

Staphylase Test (Oxoid Ltd., Spojené Kralovstvi)

STAPHYtest 16 (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.0., Ceska republika)
STREPTOtest 16 (Pliva-Lachema Diagnostika s.r.0., Ceské republika)
Incidin Liquid (Ecolab Deutschland GmbH, Némecko)

Tween 80

Anaerogen' ™ 2,5 1 (Oxoid Ltd., Spojené Kralovstvi)

Mannitol Salt Agar (Oxoid Deutschland GmbH, Némecko)
MacConkey Agar No. 2 (Oxoid Deutschland GmbH, Némecko)
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e Sabouraud Glucose Agar + Gentamicin + Chloramphenicol (Oxoid Deutschland
GmbH, Némecko)

e (Columbia Agar with Sheep Blood Plus (Oxoid Deutschland GmbH, Némecko)

e Tryptone Soya Agar with 1% Tween (Oxoid Ltd., Spojené Kralovstvi)

e Thioglycollate Medium U.S.P. (Oxoid Ltd., Spojené Kralovstvi)

SloZeni:
o Yeast extract 5,0 g/l
o Tryptone 15,0 g/l
o Glucose 5,5¢/1
o Sodium thioglycollate 2,5 g/l
o L-cystine 0,5 g/l
o Resazurin 0,001 g/1
o Agar 0,75 g/l
Ptiprava:

Bujon byl pfipraven navdzenim 29,75 g do 1000 ml, rozpustén a sterilovan.

Selektivni pady byly dodany v plastovych Petriho miskach, nebyla tedy zapotiebi jejich
ptiprava. Tryptone Soya Agar byl dodan ve sklenénych lahvich, pfed pouzitim byl rozta-

ven ve vodni lazni.

Mannitol Salt Agar je selektivni médium pro izolaci suspektnich patogennich stafylokok.
Vétsina ostatnich bakterii je inhibovana vysokou koncentraci soli, s vyjimkou nékterych
halofilnich motskych organizmi. Koagul4dza pozitivni stafylokoky tvoii kolonie se zlutou

zonou projasnéni, nepatogenni stafylokoky tvoii kolonie s ¢erveno-fialovou zénou [50].

MacConkey Agar No. 2 je selektivné diagnostické médium pro izolaci enterobakterii.
Na tomto agaru rostou ve form¢ malych, vyrazn¢ Cervenych kolonii se svétlym okolim
o pruméru asi 1 mm. Tyto organizmy indikuji fekalni znecisténi. Kolonie organizmi ne-
fermentujici laktdézu jsou bezbarvé. Grampozitivni koky tolerujici Zlu¢, jako stafylokoky

a nefekalni streptokoky, jsou kompletn¢ inhibovany [50].

Sabouraud Glucose Agar je kyselé médium pro izolaci dermatofyt, dalSich plisni a kvasi-
nek. Houby si zachovavaji své typické charakteristiky, a tak mohou byt identifikovany

na zaklad¢ makroskopickych vlastnosti [50].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

Columbia Agar je viceucelové médium pro kultivaci riistové narocnych mikroorganizmd.

Kolonie na tomto médiu rostou rychle, nékteré se zietelnou hemolytickou zénou [50].

Tryptone Soya Agar je zakladni pida podporujici rist Siroké Skaly organizmii. Tween

je ptidan z diivodu inhibice konzervacnich latek [50].

6.3 Dodané vzorky

6.3.1 Extrudovana technologie

Byly dodény vzorky z 6 zakazek, zakdzky byly oznaceny A — F. Vzorky byly odebrany
vzdy z 9 krokti vyroby (Tabulka 5).

Tabulka 5: Vyrobni faze a oznaceni extrudovanych zakdzek

Vyrobni faze Oznaceni
Po vélcovani 1
Pted kartusi (efekt mraziciho boxu) 2
Z kartuSe po vytvofeni 3
Z kartus$e pied extrudérem 4
Extrudovana jadra 5
Extrudovana jadra pted pouZitim na zakladaci lince 6
Jadra — otevieny sendvic 7
Surova tuzka 8
Zavickovana tuzka 9
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6.3.2 Nalévana technologie

Bylo dodéno opét 6 zakazek, oznaceny byly G — L. U této technologie byly vzorky ode-
brany z 6 krokt vyroby (Tabulka 6).

Tabulka 6: Vyrobni faze a oznaceni nalévanych zakdazek

Vyrobni faze Oznaceni
Hmota v kybliku po valcovani 1
Hmota z kybliku pfed pouzitim na soft lince 2
Hmota po rozpusténi v kotliku na soft lince 3
Jadra — otevieny sendvic 4
Surova tuzka 5
Zavickovana tuzka 6

6.3.3 Ostatni vzorky

Mastek byl dodan z vaZirny a 7 mist z vyroby, tyto vzorky byly oznaceny M1 — M8. Vzor-
ky Xiameteru byly odebrany ze zasobniho sudu a dalSich 4 mist z vyroby, byly oznafeny
N1 — N5. Diivka byla odebrana po péti vzorcich z linek na nalévanou 1 extrudovanou tech-

nologii, aplikovéna byla pouze otiskova metoda.

6.4 Pracovni postup

6.4.1 Priprava vzorki

1. U krokid 1 — 7 u extrudovanych zakazech, 1 — 4 u nalévanych zakéazek a u mastku
bylo vzdy navéazeno 5 g vzorku do sterilni Erlenmeyerovy banky. Pokud bylo po-
tteba, byla hmota sterilnim skalpelem roziezana na malé kousky.

2. Surové tuzky byly nejprve otfeny buni¢inou navlhéenou Incidinem, vyzihanymi
klestémi byl ustipnut uzavieny konec a poté byly rozevieny pomoci skalpelu. Jadra

byla roziezana na malé kousky a navazena do Erlenmeyerovych ban¢k po 5 g.
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3. Ze zavickovanych tuzek byly odiiznuty pouze hroty z 10 kusti a zaznamenana
hmotnost.

4. Ze vzorka Xiameteru bylo jednorazovymi pipetami do ban¢k odpipetovano 5 ml.

6.4.2 Kultivace

1. Knavazenym, resp. odméfenym vzorkiim bylo ptfiddno 45 ml thioglykolatového
bujonu, pouze k hrotim ze zavickovanych tuzek bylo ptidano 30 ml bujonu.

2. Vzorky se nechaly louhovat pii laboratorni teploté maximalné 30 minut.

3. Poté byl 1 ml vzorku napipetovéan do Petriho misky a ptelit 15 ml sojového agaru.

4. Erlenmeyerovy banky se vzorky i Petriho misky byly kultivovany 2-3 dny
pti 30°C.

5. Po 2-3 dnech byly odecteny celkové pocty.

6. Po kultivaci byly vzorky v bujonu preockovany sterilni klickou na selektivni pidy
rozdélené na Ctvrtiny.

7. Sabouraud agar byl aerobné¢ kultivovan 5 dni pti 25°C, Mannitol agar, MacConkey
agar a Columbia agar byly kultivovany aerobné pii 30°C po dobu 2-3 dn. Dalsi
Columbia agar byl kultivovan anaerobné, také 2-3 dny pti 30°C.

6.4.3 Celkové pocty

Pokud je celkovy pocet < 10 KTJ/g, zakdzka splituje vnitini firemni normy. Zakazka
s >10 KTJ/g jiz neni povazovana za vyhovujici, 1 kdyz neobsahuje nezadouci mikroorga-
nismy, piestoZze mezinarodni norma povoluje < 100 KTJ/g. Zakazky s >10 KTJ/g jsou po-

silany na ozafovani gamma zafenim.

6.4.4 Negativni kontrola

Do baiiky bylo navazeno 10 g jader a pfidano 90 ml bujonu. Takto pfipraveny vzorek
pro negativni kontrolu byl sterilizovan. Kultivace probihala stejné jako u pracovnich vzor-

k. Negativni kontrola byla provadéna pokazdé soubézné¢ s kazdou varkou vzorkda.

6.4.5 Pozitivni kontrola

Byly vytvofeny suspenze E. coli CCM 3954 a S. aureus subsp. aureus CCM 3953
ve fyziologickém roztoku o zdkalu 2. stupné¢ McFarlandovy zékalové stupnice. Poté bylo

do dvou ban€k navazeno 5 g hmoty a pfiddno 45 ml bujonu. Do jedné z ban€k byl pfidan
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1 ml suspenze E. coli, do druhé suspenze S. aureus. Dalsi postup byl shodny s pracovnimi

vzorky.

6.4.6 Charakterizace izolovanych mikroorganizmu

Izolované mikroorganizmy byly obarveny podle Grama. Dale byl proveden test KOH, ka-
taldzovy test a u grampozitivnich kokt byl proveden stafyldzovy test, ptipadné STHAPY-
test nebo STREPTOotest. Grampozitivni tyCinky nebyly dale urovany. Gramnegativni

organizmy nebyly izolovany ze zadného vzorku finalnich vyrobkt ani hmot.

6.4.6.1 Barveni podle Grama

Vzorek se nanese na podlozni sklicko do kapky destilované vody a necha na vzduchu za-
schnout. Preparat se zafixuje plamenem a obarvuje krystalovou violeti po dobu 60 s. Poté
se kratce oplachne destilovanou vodou, pfevrstvi Lugolovym roztokem po dobu
60 s a oplachne etanolem nebo acetonem po dobu maximalné 25 s. Nakonec se preparat
prevrstvi safraninem po dobu 60 s, kratce oplachne destilovanou vodou, necha zaschnout

a pozoruje pod mikroskopem [51, s. 179].

6.4.6.2 Test KOH

Na podlozni skli¢ko se kapne jedna kapka 3% KOH. Na klicku se nabere kultura, vetie
do kapky a pomalu zveda. Sténa gramnegativnich bakterii snadno praska, pokud na ni pt-
sobi alkalické roztoky. Kdyz sténa praskne, vznikne viskdzni obsah, ktery se tahne za zve-

dajici se bakteriologickou klickou [52, s. 47].

6.4.6.3 Kataldzovy test

3% peroxid vodiku se na podloznim sklicku smiché s kulturou. Kultury druhti produkuji-
cich katalazu produkuji kyslik, je tedy mozné pozorovat tvorbu bublin. Kataldzu neprodu-
kuji z aerobnich bakterii pouze streptokoky a enterokoky, z anaerobnich druhti ji neprodu-

kuje zadny [52, s. 47].

6.4.6.4 Stafylazovy test

Byl pouzit Staphylase Test (Oxoid Ltd., Spojené¢ Kralovstvi) pro identifikaci Stahpylo-
coccus aureus, ktery je typicky produkci koaguldzy. Na tvrdy papir, jenz je soucasti testu,

se nanese kultura a zaképne reakénim roztokem, ktery sestdva z ov€ich ¢ervenych krvinek
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senzibilizovanych kralicim fibrinogenem. Pozitivni reakce se projevi aglutinaci krvinek.
Totéz se provede s kontrolnim roztokem s nesenzibilizovanymi ov¢imi ¢ervenymi krvin-

kami. U kontrolniho testu by aglutinace neméla byt pozorovana.

6.4.6.5 STAPHYtest 16

Souprava STAPHYtest 16 je urCena pro identifikaci zastupct rodu Staphylococcus
1 dalSich grampozitivnich katalaza pozitivnich kokli pomoci Sestnacti biochemickych testi.
Nejprve se pripravi suspenze kultury ve fyziologickém roztoku o 2. stupni McFarlandovy
zakalové stupnice. Ze suspenze se inokuluje 0,1 ml do ptislusnych jamek v desticce. Test
se kultivuje 24 hodin pii 37°C. Po kultivaci se n€které jamky zakapnou piislusnymi Cinidly
a odecCtou se barevné reakce. Vysledky se vyhodnoti pomoci identifikacniho softwaru

TNW.

6.4.6.6 STREPTOtest 16

STREPTOtest 16 je urCen pro rutinni identifikaci streptokokut, pfedevsim druhti vyskytuji-
cich se v humannim klinickém materidlu. Pfipravi se suspenze kultury ve fyziologickém
roztoku o 3. stupni McFarlandovy zdkalové stupnice. Dalsi postup je obdobny jako

u STAHPHYtestu 16.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat, posledni cislo kodu znaci opakovani vzorku,

napt. A1.2 znamena, Ze se jedna o zakazku A po valcovani, druhé opakovani.

7.1 Zakazka A

Jednalo se o zakazku extrudovanych tuzek na oci, ktera byla dokoncena 9. 2. 2017. Vyro-

beno bylo 10 050 kust.

Tabulka 7: Zakazka A po valcovani

Al.l Al.2 Al3

Celkové pocty - - -
MacConkey Agar - - -

+ + +
Mannitol Salt Agar

MAN - MAN - MAN -

Columbia Agar (aerobni o A A
kultivace) hemolyza hemolyza hemolyza
Columbia Agar (anane- + + +
robni kultivace) hemolyza hemolyza hemolyza
Sabouraud Agar - - -

Ve vSech trech opakovani vzorkl ze zakazky A ve vyrobni fazi 1 (po valcovani) byl za-
znamenan rust na MSA a krevnim agaru pfi aerobni 1 anaerobni kultivaci. Ve vzorcich
nebyly zjiStény Zadné gramnegativni bakterie ani kvasinky nebo plisné. Na krevnim agaru
byla za aerobnich i anaerobnich podminek sledovana hemolyza. Izolaty byly pfeockovany
kfizovym roztérem a s Cistymi kulturami bylo provedeno barveni dle Grama, KOH test
a kataldzovy test. Izolaty byly charakterizovany jako grampozitivni pleomorfni ty¢inky
s pozitivnim kataldzovym testem. Na krevnim agaru mély kultury matné bilé¢ az krémové
kolonie s hemolyzou. Mohlo se jednat o mikroorganizmy naleZici do skupiny koryneform-

nich bakterii. Ty jsou béZnou soucasti fyziologického osidleni kiize a sliznic [53].
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U zakazky A byly izolovany mikroorganizmy pouze ve vzorcich odebranych v prvnim
zkoumaném kroku vyroby, po vélcovani. Vzorky odebrané z dalSich osmi vyrobnich fazi,
vcetné vzorki hotovych finalnich vyrobki, byly mikrobiologicky cisté. Po valcovani neby-
la hmota zpracovana okamzité, ale byla uskladnéna v mrazicim boxu (viz kapitola

4.1. Vyroba jadra). Pfitomné mikroorganizmy pravdépodobné nebyly odolné mrazu.

V minulosti nebyla u zakazek s totoznou texturou a technologickym postupem vyroby zjis-
téna mikrobidlni kontaminace. Mikrobiologické rozbory vsak firma provadi pouze u ko-
necného vyrobku. Analyza vzorka z pocatecni faze vyroby byla provedena poprvé az v této

diplomové praci.

7.2 Zakazka B

Tato zakdzka extrudovanych tuzek na o¢i byla dokoncena 8. 2. 2017 v mnozstvi 12 600

kusu.

Tabulka 8: Zakazka B po valcovani

B1.1 B1.2 B1.3

Celkové pocty — — -
MacConkey Agar — — —

+ +
Mannitol Salt Agar -

MAN - MAN -

Columbia Agar (aerobni + +
kultivace) bez hemolyzy bez hemolyzy
Columbia Agar (anane- +
robni kultivace) bez hemolyzy
Sabouraud Agar - - -

Ze zakazky B byly opét odebirany vzorky z deviti vyrobnich fazi, véetné hotového vyrob-
ku. Podobné jako u zakdzky A i zde byly mikroorganizmy izolovany pouze ze vzorkil
z pocatecni vyrobni faze, tedy po valcovani hmoty, a to pouze v jednom ze tfi odebranych

vzorkd. Rust kolonii byl zjistén na MSA (bez fermentace manitolu) a na krevnim agaru
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za aerobnich i anaerobnich podminek (Tabulka 17). Kultura na krevnim agaru rostla
ve formé biloSedych kolonii. Po izolaci ¢isté kultury bylo zjisténo, ze se jedna o grampozi-
tivni koky, katalaza pozitivni a koagulaza negativni. Izolat byl blize urcen pomoci STA-
PHYtestu jako Staphylococcus epidermidis (identifikacni skore 72,39%). Tato bakterie
je soucasti rezidentni mikroflory kiize, avSak muze byt oportunnim patogenem u imuno-
kompromitovanych osob. Je ¢astym ptivodcem nozokomialnich infekei. Ve vzorcich této

zakazky nebyly zjistény zadné gramnegativni bakterie ani mikroskopické houby [54].

U zakazky B byly v jednom ze vzorki zjistény G+ koky opét pouze v prvnim kroku zakaz-
ky, vzorky z dalsich fazi byly bez mikrobidlni kontaminace. UloZeni hmoty v mrazicim
boxu mélo ziejmé¢ 1 zde pozitivni efekt. Kontaminace byla objevena pouze ve dvou
ze tfech opakovéni, coz mize byt zptisobeno nehomogennim rozmisténim mikroorganizmi
v hmoté. V minulosti byla zji§téna kontaminace v zakdzkach o stejném sloZeni a technolo-

gii vyroby.

7.3 Zakazka C

Zakazka byla dokoncena 1. 2. 2017. Jednalo se o 5 680 tuZzek na o¢i vyrobenych extrudo-

vanou technologii.

Vzorky byly odebrany ze vSech fazi vyroby, vSechny byly bez mikrobiologického nalezu,
a to véetné findlniho vyrobku. Mikrobidlni kontaminace byla zji$t€na pouze u vzorkil ode-
branych pied kartu$i. Ve dvou opakovanich byly pfitomny grampozitivni ty¢inky rostouci
na MSA ve form& nazloutlych matnych kolonii s nepravidelnymi okraji, z krevniho agaru
byly izolovéany kultury fakultativné anaerobnich grampozitivnich tyc¢inek rostouci ve formé
Sedozelenych kolonii s nepravidelnymi okraji a zfetelnou hemolyzou. VSechny izolované
kmeny byly kataldza pozitivni. Gramnegativni bakterie ani kvasinky a plisné nebyly

ve vzorcich zakazky zjiStény.

U zakazky totozné se zakazkou C byla v minulosti kontaminace zji$téna, zde ovSem byly
mikroorganizmy pfitomny ve findlnim vyrobku. V naSem experimentu byla objevena kon-
taminace G+ ty¢inek pouze v kroku 2, po vyndéani z mraziciho boxu. Celkovy pocet mik-
roorganizmil ve vzorku byl 20 KTJ/g. Vzhledem k tomu, ze kontaminace nebyla zjisténa
v predchazejicich ani nasledujicich krocich vyroby a ani v konecném vyrobku, je pravdé-

podobna nechténé kontaminace pii odebirani vzorkl nebo jejich zpracovani.
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7.4 Zakazky D a E

Zakazka D byla dokoncena 7. 2. 2017, zakazka E 2. 2. 2017. Zakazky byly podobn¢ veli-
ké, zakazka D citala 11 583 kust tuzek na oci, zakazka E 10 230 kust konturovacich tu-

zek. Obé¢ zakazky byly vyrobeny extrudovanou technologii.

U obou zakazek nebyla v zddném kroku vyroby ani ve findlnim vyrobku zjisténa mikrobi-

alni kontaminace.

7.5 Zakazka F

Tato extrudovana zakéazka byla dokoncena 3. 2. 2017. Jednalo se o 11 115 tuzek na oci.

U zakézky F byla zjiSténa kontaminace ve vzorcich z vyrobnich fazi 7, 8 a 9, tedy ve dvou
poslednich krocich vyroby a ve findlnim vyrobku. V izolatech z faze 7 byly zjiStény gram-
pozitivni koky rostouci na MSA bez barevné zmény pudy indikujici vyuzivani manitolu.
Izolaty byly kataldza pozitivni a negativni na tvorbu enzymu koaguldzy. Pomoci bioche-
mickych testl byly izolaty identifikovany jako Staphylococcus epidermidis (identifika¢ni
skore bylo u vSech izolatt > 70%). Ze vzorka faze 8 byl ziskan jesté jeden izolat fakulta-
tivné anaerobnich grampozitivnich koki rostouci na krevnim agaru v lesklych bilych kolo-
niich bez hemolyzy. Tento kataldza pozitivni a koagulaza negativni izolat byl identifikovan
pomoci STAPHYtestu jako Staphylococcus schleiferi. Tato bakterie je obvykle nepatogen-

ni, ale mZe zpisobit infekci ran, kycelnich protéz, mozkovy empyém ¢i bakterémii [55].

Ve findlnim vyrobku byly zjiStény jeSté grampozitivni pleomorfni ty¢inky s pozitivnim
katalazovym testem, které budou pravdépodobné naleZet do skupiny koryneformnich bak-
terii. JelikoZ se jedna o béZné kozni bakterie a konecna faze vyroby je rizikova z hlediska
kontaminace pracovniky, je pravdépodobné, Ze ke kontaminaci doSlo pravé az bcéhem

kompletace finalnich vyrobk.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

Tabulka 9: Zakazka F — jadra — otevieny sendvi¢

F7.1 F7.2 F7.3

Celkové pocty - - _
MacConkey Agar — _ —

+ +
Mannitol Salt Agar —

MAN - MAN -

Columbia Agar (aerobni + +
kultivace) a bez hemolyzy bez hemol§zy
Columbia Agar (anane- + +
robni kultivace) - bez hemol{zy bez hemolyzy
Sabouraud Agar - — _

7.6 Zakazky G a H

Zakazky G a H byly vyrobeny nalévanou technologii, prvni byla dokoncena 8. 2. 2017,
druhd 16. 2. 2017. Zakazku G tvotilo 10 285 tuzek na oci a zakazku H 4 572 tuzek na o¢i.

U zakazky G byly vzorky odebrany z kroku €. 1, 3, 4, 5 a 6. Krok 2, kdy je hmota pfelita
do kybliku a ¢eka na zpracovani, byl ve vyrobé vynechdn, zakdzka probihala v kuse
bez pferuSeni a uskladnéni hmoty. VSechny vzorky ze vSech ¢asti vyroby byly bez mikro-
biologické kontaminace, nebyly zji$tény grampozitivni ani gramnegativni bakterie, kvasin-
ky ani plisné. U zakézky H byl opét pii vyrob& vynechan krok ¢. 2 a stejné jako u zakdzky
G zde nebyla zjiSténa kontaminace mikroorganizmy. Zakazky se stejnou recepturou

a technologii nebyly z mikrobiologického hlediska problematické ani v minulosti.

7.7 Zakazka I

Tato zakézka byla dokonCena 13. 2. 2017. Nalévanou technologii bylo vyrobeno
5 082 tuzek na oci.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

Zakazka I prosla vSemi kroky vyroby. VSechny odebrané a testované vzorky byly mikrobi-
ologicky cisté. V minulosti nebyla u obdobnych zakdzek zjisténa kontaminace, v tomto

piipadé rovnéz ne.

7.8 ZakazkaJ

Tato zakazka byla dokoncena 4. 2. 2017 v poc¢tu 7 095 nalévanych konturovacich tuzek.

Ze vzorkl nalezicich k zakazce J nebyly izolovany zadné gramnegativni bakterie, kvasinky
ani plisné. VSechny vzorky byly mikrobiologicky bez vady, s vyjimkou jednoho vzorku
z prvni faze vyroby, pii jehoz vyockovani na tryptonsojovy agar bylo zjisténo 40 KTJ/g
hmoty. Pravdépodobné se vSak jednalo o kontaminaci vyplyvajici z nevhodné manipulace

se vzorkem, zbyvajici dvé opakovani byla mikrobiologicky dista.

7.9 Zakazky KaL

Tyto nalévané tuzky byly dokonceny 8. 2. 2017 (zakazka K) a 9. 2. 2017 (zakazka L). Jed-

nalo se 0 10 100 konturovacich tuzek v zakazce K a 11 820 tuzek na o¢i v zakazce L.

U zakazek K a L se v minulosti kontaminace objevila, v experimentalni ¢asti této prace

vSak kontaminace mikroorganizmy nebyla zjisténa.

7.10 Mastek

Mastek byl odebran ze sudu z vazirny (M1), z vanicky u extrudéru 3 na zacatku (M2)
a na konci smény (M3), ze zdsobniku extrudéru 1 (M4), extrudéru 2 (M5) a extrudéru 3
(M6), a zasobniku zakladaci linky ,,Cedr* (M7) a zaklddaci linky ,,Alfa* (MS8). Mastek

je pouzivan k obaleni jader, aby nedochézelo k jejich slepovani.

Ve vzorcich z extrudéru 2 (oznacenych jako M5) byla zjisténa pfitomnost grampozitivnich
kokti rostoucich v matnych krémovych koloniich za aerobnich i anaerobnich podminek.
Izolat byl kataldza pozitivni a koaguldza negativni. Pomoci biochemickych testii byl izolat

ptitazen ke druhu Staphylococcus schleiferi.

Ze vzorkl oznacenych jako M6 (extrudér 3) byly izolovany grampozitivni tyCinky rostouci
na krevnim agaru ve form¢ naSedlych lesklych kolonii bez hemolyzy, s pozitivnim katala-

zovym testem.
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Z mastku ze zasobniku zakladaci linky ,,Cedr byly ziskdny dva izolaty: nehemolytické
fakultativné anaerobni grampozitivni koky a sporulujici grampozitivni ty¢inky rostouci
aerobn¢. Grampozitivni koky byly identifikovany jako Staphylococcus epidermidis, gram-
pozitivni ty¢inky rostly za aerobnich podminek ve formé velkych nasSedlych kolonii
s mirnou hemolyzou, pravdépodobné se bude jednat o piidni bakterie nalezici do rodu Ba-

cillus. Obdobny izolat byl ziskan i ze vzorki mastku ze zakladaci linky ,,Alfa“.

U mastku z vazirny (M1) ani ze zasobni vanic¢ky u extrudéru nebyla nalezena kontaminace
ani po konci smény. U mastku ze zasobnikli extrudéri i zakladdacich linek vSak byla,
s vyjimkou extrudéru 1, objevena vzdy. Diivodem muze byt nedostate¢na sanitace téchto

zasobniku.

7.11 Xiametr

Tato kapalina patfici mezi silikony se pfi vyrobé vyuziva u soft linek k promazéavani ka-
nalkti masek (Obrazek 11), do kterych se naléva hmota. Bylo odebrano celkem pét vzorki,
a to ze zasobniho sudu, z pracovnich nadob u soft linek 2 a 3 a z trysek soft linek 2 a 3.
I tyto vzorky byly vSechny tfikrat analyzovany, nicméné z4dnéa kontaminace nebyla zjisté-

na.

7.12 Drivka

Pro diivka byla pouZita otiskovd metoda s vyuzitim médii Columbia Agar a Sabouraud
Agar. Od kazdé odebrané zakdzky byla vybrana dvé diivka, ktera se otiskla na oba agary.

Na Sabouraud Agaru nebyl Zadny nélez ani u jednoho vzorku.

Pomoci otiskové metody na Columbia Agaru byla zjiSténa kontaminace pouze u tii diivek.
Ze tfi vzorkid byly izolovany grampozitivni ty¢inky, u dvou vzorkll grampozitivni koky.

Kontaminace vSak nebyla rozlehl4, na otiskové piid¢ vyrostly 1 az 2 kolonie.

Z drivek ,,Alfa* (odebrané z linky ,,Alfa*) byly izolovany pleomorfni grampozitivni ty¢in-
ky s pozitivni kataldzovou reakci rostouci ve form¢ matnych krémovée Sedych koloniich.
Z diivek ,,Soft” (odebrané ze Soft linky) byl ziskan jeden izolat grampozitivnich tycinek
se stejnou charakteristikou jako izolat z diivek ,,Alfa“. Dal§Sim izoladtem byly grampozitivni
koky rostouci ve zlutych koloniich, kataldza 1 koagulaza pozitivni. Pomoci STAPHYtestu
byl izolat identifikovan jako Staphylococcus aureus (viz kapitola 2.1.1.1. Staphylococcus

aureus). Z diivek ,,Cedr* (odebrany z linky ,,Cedr*) byl ziskan jeden izolat grampozitiv-
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nich kataldza pozitivnich kokl s negativni reakci na koagulaci plazmy. Tento izolat byl
identifikovan jako Staphylococcus xylosus. Jedna se o komenzal vyskytujici se na kiizi
a sliznicich, lze jej ovSem nalézt 1 v ptd¢, pfeziva i1 na riiznych povrsich. Obecné se jedna
o nepatogenni mikroorganizmus, existuje jen malo poddruhti, které mohou byt oportunnimi
patogeny. Je vyuzivan jako startérova kultura pro fermentaci mléénych a masnych vyrobki

[56].

7.13 Negativni a pozitivni kontrola

Jak jiz bylo zminéno, negativni kontrola byla provadéna kazdy pracovni den soub&zné
se vzorky pro ovéfeni spravnosti postupu. Pozitivni kontrola byla provedena zaockovanim
S. aureus subsp. aureus CCM 3953 a E. coli CCM 3954 do bujonu s navaZzenym vzorkem.

Se vzorky kontrol bylo pfi mikrobiologické analyze postupovano shodné s ostatnimi vzor-

ky z jednotlivych zakazek. Vzhled kultur na testovanych médiich je zobrazen na Obraz-

cich 18-23.
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7.14 Souhrn vysledkii ziskanych v praktické ¢asti

V praktické ¢asti byla zmapovana vyroba dievénych kosmetickych tuzek a statisticky byla
zpracovana firmou dodana data za roky 2014, 2015 a 2016. Bylo zjisténo, ze vliv na mik-
robiologickou c¢istotu ma doba Cerpani fadné dovolené a generalni uklid probihajici
za neptetrzittho provozu. Nebyl prokazén vliv textury, typu vyrobni technologie
ani velikosti zakazky. Dale byla zjisténa zvySena pravdépodobnost nasledovani Gspésné
dekady tuspésnou a také nasledovani neuspésné dekady neuspésnou. V téchto ohledech

je potieba zvySena hygiena, sanitace a mikrobiologicka kontrola.

Byly provedeny mikrobiologické rozbory vzorkli z riznych ¢asti vyroby kosmetickych
tuzek extrudovanou a nalévanou technologii, diivek a pomocnych materiali mastku a Xi-
ameteru. Dle firemnich standardl Sarze vyrobki neni akceptovédna, pokud je zjisténa pii-
tomnost gramnegativnich bakterii, kvasinek a plisni, zastupct rodu Streptococcus a Ente-
rococcus, a také ptitomnost druhu Staphylococcus aureus. Dale neni Sarze akceptovana
v ptipadé, Ze je zjistén celkovy pocet mikroorganizmu vyssi nez 10 KTJ/g u hotovych vy-
robkill a vyssi nez 100 KTJ/g u surovych materiali. U odebranych vzorkl byl tedy sledo-

van celkovy pocet mikroorganizmu a dale pfitomnost vyse zminénych rodd, druht a sku-

cv v

Gramnegativni mikroorganizmy, kvasinky a plisné nebyly izolovany ze Zadné
z testovanych zakazek, a to ani pii analyze hotovych vyrobk, ani pfi analyze hmot a tuzek
z raznych vyrobnich fazi. Ve vzorcich také nebyly zjiStény bakterie rodu Streptococcus a
Enterococcus, stejné tak nebyly v tuzkdch a hmotach ptitomny bakterie druhu Staphylo-
coccus aureus. Z hlediska akceptovatelnosti zakdzek a firemnich standardi byly tedy
vSechny testované SarZze mikrobiologicky pfijatelné. Piesto z hmot i tuZzek mikroorganizmy
izolovany byly, nejcastéji se jednalo o koagulaza negativni stafylokoky a grampozitivni
ty€inky pravdépodobné nalezici do skupiny koryneformnich bakterii. Ziskané izolaty patfi
mezi mikroorganizmy bézné pfitomné na kiizi a v prostfedi. Nejpravdépodobnéjsim zdro-

jem té€chto kontaminant jsou samotni pracovnici provozu a prasnost vyrobnich prostor.

Ze vzorkil vyrdbénych extrudovanou technologii byly izolovany grampozitivni ty€inky
a grampozitivni koky, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus schleiferi. Kontami-
nace objevena u vzorku vyrobeného nalévanou technologii pravdépodobné vznikla ne-
vhodnou manipulaci se vzorkem. Z mastku byly izolovany grampozitivni tyCinky, Staphy-

lococcus schleiferi a Staphylococcus epidermidis. Xiameter byl mikrobiologicky Cisty.
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Z diivek byly opét izolovany grampozitivni tyCinky, dale Staphylococcus aureus a Staphy-

lococcus xylosus.

Ve dvou ptipadech byla zjisténa kontaminace pouze u prvniho kroku vyroby, mikroorgani-
zmy ziejme nebyly odolné mrazu. U jedné zakéazky byla zjisténa kontaminace u kroki 7, 8
a 9, pravdépodobné tedy doslo ke kontaminaci na zakladaci lince. V tomto kroku se tedy
doporucuje zvysend hygiena a sanitace, stejn¢ jako u zasobnikli mastku u extrudérti a za-
kladacich linek, kde byla kontaminace zjisténa ve vétSiné piipada. Piestoze diivka byla

kontaminovana, nartst byl velice maly.

Vzhledem k nizké Cetnosti kontaminace je zde velky prostor pro dalsi vyzkum s vétSim
poctem vzorkl. Lze se také zaméfit na odebirani vzorki z jednotlivych strojd, od konkrét-
nich pracovnikll nebo na zacatku, uprostfed a na konci Sarze. Ze statistické analyzy dat
vyplyva, Ze mnoZstvi kontaminovanych zakazek se dlouhodobé pohybuje kolem 3%. Prav-
dépodobnost, ze pfi ndhodném odbéru vzorkli bude odebrana zakazka mikrobiologicky
nepiijatelna, byla velice mala. Pokud bychom chtéli 1épe zmapovat problematicka mista
vyroby, potfebovali bychom ziskat pravé vzorky kontaminované zakazky, coz ale neni
mozné predikovat pfedem. Je vSak v mozZnostech vyrobce na tuto praci navazat dalSimi
pravidelnymi odbéry vzorkil, a peclivou evidenci, analyzou a statistickym hodnocenim

takto ziskanych dat.
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ZAVER

e V teoretické Casti této prace byla popsana vyroba dekorativni kosmetiky, dale bylo
pojednano o kozni mikroflofe, vybranych mikrobiologickych normach tykajicich
se kosmetiky, rizicich vyroby kosmetiky a doposud provedenych studiich zabyvaji-
cich se mikrobiologickou ¢istotou dekorativni kosmetiky.

e V praktické Casti byl zmapovan proces vyroby dievénych kosmetickych tuzek.

e Byla provedena statisticka analyza dat tykajici se mikrobiologické kvality finalnich
vyrobku. Bylo zjisténo, Ze mikrobiologicka kvalita tuzek neni ovlivnéna texturou,
vyrobni technologii ani velikosti zakazky.

e Problematicka mohou byt obdobi ¢erpani fadné dovolené a vyjimecné situace, jako
je naptiklad generalni uklid probihajici za neptetrzitého provozu.

e Byly provedeny mikrobiologické rozbory vzorkt z riznych €asti vyroby kosmetic-
kych tuzek extrudovanou a nalévanou technologii, diivek a pomocnych materialt

e Analyzované vzorky neobsahovaly gramnegativni bakterie, kvasinky ani plisné.

e Ve vzorcich byly nejcastéji zjiStény koaguldza negativni stafylokoky a grampozi-
tivni tyCinky.

e [ze doporucit zvySenou mikrobiologickou kontrolu pomocnych materiala (mastek)
a drivek.

e 7 hlediska mikrobiologické jakosti se zdaji nejrizikovéjsi konecné faze vyroby. By-
lo by vSak vhodné ziskat vétsi mnoZstvi dat mapujicich mikrobialni kontaminaci

béhem vyrobniho procesu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

INCI Mezindrodni nomenklatura kosmetickych ingredienci
uv ultrafialové

RAPEX Rapid Alert System for Non-Food Product

KTJ kolonie tvoftici jednotky

SVP Spravna vyrobni praxe

HACCP Systém analyzy rizika a stanoveni kontrolnich bodu
MAN mannitol

MSA Mannitol Salt Agar

G+ grampozitivni
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