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ABSTRAKT

Predkladana diplomova préace je zaméfena na antimikrobni u¢inky netradi¢nich antimikro-
bidlnich ptisad v kosmetickych prostfedcich. Jako netradi¢ni antimikrobni ptisady byly
studovany monoacylglyceroly, konkrétné MAG kyseliny kaprinové (MAGcio0), MAG
kyseliny undekanové (MAGci1.0) @ MAG kyseliny laurové (MAGciz.). Pro srovnani byly
testovany také dvé bézné€ pouzivané syntetické konzervacni latky, methylparaben a propyl-
paraben. Ke stanoveni u¢innosti konzervace slouzil 28 denni zatéZovy test, a jako dopliu-
jici metoda také méfeni optické denzity. Indikatorové mikroorganizmy piedstavovaly
gramnegativni bakterie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a grampozitivni bakte-

rie Staphylococcus aureus subsp. aureus.

Z monoacylglycerolli vykazovaly nejlepsi antimikrobni t€¢inky MAG kyseliny undekanové
(MAGc11.0) a MAG kyseliny laurové (MAGc2.0). Parabeny méli obecné lepsi antimikrobi-

alni uc¢inky nez monoacylglyceroly.

Klicova slova: monoacylglyceroly, parabeny, kosmetické ptipravky, antimikrobialni akti-

vita, bakterie

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on antimicrobial effects of untraditional antimicrobial in-
gredients in cosmetic preparations. As untraditional antimicrobial ingredient monoacylgly-
cerols were studied, particularly MAG of capric acid (MAGcio.0), MAG of undecane acid
(MAGc110) and MAG of lauric acid (MAGci20). To make a comparison two commonly
used synthetic preserving agents, methylparaben and propylparaben, were tested. Twenty-
eight day challenge test to state the impact of preservation was made, and as a supplement
method also the optical density measurement. Indicator microorganisms were represented
by Gram-negative bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Gram-positive

bacteria Staphylococcus aureus subsp. aureus.

The best antimicrobial effects of monoacylglycerols were analysed at MAG undecane acid
(MAGci10) and at lauric acid (MAGci2.0). The antimicrobial effects of parabens were ge-

nerally better than these of monoacylglycerol.

Key words: monoacylglycerols, parabens, cosmetic preparations, antimicrobial activity,

bacteria
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UVOD

Problematika konzervovani kosmetickych prosttedki je v poptedi zdjmu mnoha kosmetic-
kych firem, primyslu i védy. Prvotnim pozadavkem na kosmetické vyrobky je bezpochyby
zdravotni nezdvadnost a stabilita. Hlavnim tkolem je tedy nalézt co nejvhodnéjsi formu
ochrany. Konzervace kosmetickych prostfedkii mé za cil zejména snahu potlacit rist
a mnoZzeni nezaddouci mikroflory, kterd by piedstavovala urcité riziko ohroZeni spotiebitele.
V kosmetickych piipravcich tvoii konzervaéni latky jednu z nejkontroverzngjSich prisad.
Tyto latky jsou pfi¢innou vétSiny nezadoucich projevii na kiizi, vzniklych po aplikaci kos-
metického pripravku. Z tohoto dlivodu jsou neustale hledany nové latky, které by dostatec-
né chranily vyrobek pfed mikrobidlni aktivitou, a zaroven neiritovali pokozku. Veskeré
antimikrobidlni pifisady musi spliiovat celou fadu pozadavka, které jsou na né¢ kladeny

a najit latku, kterd by vSem témto pozadavkim vyhovovala je tak prakticky nemozné.

Ptevratnym objevem v hledani idedlnich antimikrobnich latek bylo prokézani inhibi¢nich
ucinktd monoacyglyceroll na nékteré bakterie, které jsou Castymi kontaminanty kosmetiky.
Monoacylglyceroly jsou organismem dobie sndseny, protoze se jedna o latky pfirozené se
vyskytujici v lidském organizmu jakoZzto meziprodukt metabolizmu tukii. Vyhodou pouziti
monoacylglyceroli v kosmetickych pfipraveich mizou byt i jejich emulgacni vlastnosti,

a tim podpofteni stability emulznich systémi.

Prevazna ¢ast prace je zamétena prave na studii u¢inkd monoacylglycerolli jako antimik-
robnich piisad v pletové vodé. Vybrany byly monoacylglyceroly lisici se typem a charak-
terem navazané mastné kyseliny. Pro srovnani byl stejny test provadén i na dvou zastup-
cich nejbéznéji se pouzivajici skupiny konzervaénich latek, a to alkylesterech kyseliny
para-hydroxybenzoové. Cilem experimentu bylo vyhodnoceni antimikrobnich ucinki jed-
notlivych monoacylglycerolii a parabenii na vybrané zastupce grampozitivnich a gramne-
gativnich bakterii v modelovém vzorku pletové vody. Zamérem bylo také zhodnoceni an-
timikrobialni ochrany pletovych vod a zjiSténi, zda mohou byt parabeny nahrazeny mono-

acylglyceroly jakozto Setrnéjsi antimikrobni ptisadou.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOSMETICKE PRIPRAVKY

Kosmetickym piipravkem dle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1223/2009
je jakakoli latka nebo smés urcena pro styk s vnéj§imi ¢astmi lidského téla (pokozkou, vla-
sovym systémem, nehty, rty, vn¢jSimi pohlavnimi organy) nebo se zuby a sliznicemi ustni
dutiny, vyhradné nebo prevazné za ucelem je Cistit, parfemovat, ménit jejich vzhled, chra-
nit je, udrzovat v dobrém stavu nebo upravovat télesné pachy. [1] Jednd se o smési nejriz-
néjsich latek pfirodniho nebo syntetického plivodu. Existuje vice neZ deset tisic druht su-
rovin pouzivanych k vyrobé kosmetickych ptipravki. Vlastnosti surovin a jejich technolo-
gické zpracovani ptimo ovliviiuji konecnou formu vyrobku. Kosmetické vyrobky jsou dis-
perzni systémy, tedy systémy dvou nebo vice latek, z nich €ast tvoii disperzni prostiedi,
v kterém jsou dispergovany ostatni latky. Prikladem takovych systému jsou roztoky, gely,
suspenze, emulze aj. Kosmetické ptipravky je mozné rozdé¢lit hned z nékolika hledisek,

nejcastéji naptiklad dle fyzikalni formy ptipravku a dle ucelu pouziti. [2, s. 42, 128, 146]
Rozdéleni dle ucelu pouziti:

1. Ptipravky kosmeticko-hygienické:
a) ke koupelim, myti a ¢isténi: voda, pletové vody, mydla
b) s dezodora¢nimi, antiperspira¢nimi nebo dezinfekénimi ucinky, ptipravky
pro intimni hygienu;
c) télové lotiony, krémy, oleje, pudry;
d) ochranné opalovaci prostiedky.
2. Specialni ptipravky k péci o plet’ obliceje:
a) ochranné;
b) regeneracni a tonizacni (v€etné masek).
3. Specialni ptipravky k péci o ruce a nehty:
a) ochranné;
b) regeneracni.
4. Pripravky dekorativni kosmetiky:
a) urcené k vytvareni barevnych efekti na kizi a nehtech, ke kryti vzhledo-
vych vad;
b) piipravky bélici;
c) depilacni pfipravky a piipravky k holeni.

5. Piipravky vlasové kosmetiky.
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6. Kolinské vody a parfémy. [2, s. 42]

Vzhledem k zaméieni praktické ¢asti prace bude blize popséana kategorie ptipravki kosme-

ticko-hygienickych ke koupelim, myti a ¢isténi, konkrétné pak pletové vody.

1.1 Pripravky k ¢iSténi pleti

vvvvvv

kozka, ptfedevs§im plet’ obli¢eje je denné vystavena negativnim vliviim prostiedi. Usazuje
se na ni prach, saze, kyselé plyny a vyfukové zplodiny. Kiize sama se podili na udrzovani
télesné Cistoty procesem tzv. samocisténi. Je pokryta hydrolipidovym filmem, ktery je tvo-
fen produkty mazovych a potnich zldz, i olupujicimi a rozpadajicimi se butikami stratum
corneum. Tento film poskytuje uréitou miru izolace, chrani pokozku pied nadbytecnym
ubytkem vody, ¢astecné pied ultrafialovym zaifenim a v neposledni fad¢ vytvari pfirozenou
obranu proti patogennim mikroorganizmim. Dale také pfitahuje a zadrzuje necistoty
a Skodliviny z Zivotniho prostfedi. Zachycené necistoty jsou v koznim filmu soustied’ova-
ny a nasledné dochéazi k mikrobidlnimu rozkladu jejich organickych slozek, posléze se
ulp€lé necistoty odlouci soucasné s nejsvrchnéjsi vrstvou pokozky. Tento proces ¢isténi je
vSak nepostacujici a pouzitim pouhé vody nelze dosdhnout pozadovaného vysledku, proto-
ze voda ma omezenou schopnost rozpoustét a odstraniovat lipoidni slozky. Z tohoto diivo-
du jsou do piipravkid piidavany povrchové aktivni latky. Tyto snizuji povrchové napéti
mezi pokoZkou a ochrannym koznim filmem s necistotami, ten se uvolni, pfevede do
emulze nebo pény, kterd se poté odstrani vodou. Dalsi zadouci vlastnosti je také maximal-
ni Setrnost ke klzi vyjadfend mirou odmasténi, alkalizace, iritace apod. [2, s. 45],

[3, 5. 35-36], [4, s. 11]

Mezi ptipravky k Cisténi pleti se fadi i pletové vody, jez lze zaradit mezi piipravky
na vodném zékladé. Pletové vody jsou klasifikovany jako emulze. Existuje nékolik typt
emulzi, které slouzi jako vehikulum kosmetickych ¢i farmaceutickych prosttedki. Pletové
vody pfedstavuji emulze prvniho typu, tedy olej ve vodé (o/v). Obecné slozeni pro emulze
typu o/v je uvedeno v tabulce 1. Podle sloZeni se pletové vody déli na pletové vody bez
alkoholu a pletové vody s alkoholem. Pletové vody bez alkoholu jsou vodné roztoky ex-
traktli z lécivych rostlin a vodné roztoky vonnych silic. Kromé ¢isticiho u¢inku maji i hyd-
ratacni a zklidniujici ucinky a jsou vhodné zejména pro suchou a citlivou plet. Pletové vo-
dy s alkoholem obsahuji vétSinou do 20 % alkoholu, s vy$§im obsahem se vykytuji jen

ztidka. Kromé cisticiho u¢inku maji tyto vody 1 u¢inky dezinfekéni a adstringentni. Vhod-
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né jsou pro mastnou a smisenou plet. S obsahem alkoholu se zlepSuje smacivost a tim

i &istici udinek. [4,s. 11— 13], [5, s. 71]

Tab. 1. Obecné slozeni emulzi typu o/v [5, 5. 72]

Obsah
Slozky
[Yo]
Deionizovana voda 60,00 — 90,00
Humektanty 2,00 - 7,00
Konzervaéni latky 0,05-0,50
Vodné faze | Emulgator 0,25 -2,50
Zahustovadla 0,10 -1,00
Emolienty 0,50 -2,00
Chelatacni ¢inidla 0,05 -0,20
Oleje, silikony, estery atd. 3,00 — 15,00
Emulgator 2,00 — 5,00
Aktivni latky dle natizeni
Antioxidanty 0,05 - 0,50
Olejova faze
Parfém/esencialni oleje 0,10 -2,00
Barviva dle potieby
Konzervaéni latky 0,05-1,00
Regulatory pH dle potieby

Nejdulezitéjsi slozkou emulzi jsou emulgatory, které slouzi v kosmetickych kompozicich

ke smiseni nemisitelnych fazi a dosazeni vyssi stability. Ackoliv jsou vSechny emulze ne-

stabilni a po Case se systém opét rozd¢€li na vychozi pocet fazi, vybér spravného emulgato-

ru muze zajistit potfebnou dobu zachovani stability systému. Vyznamnym pozadavkem pro

emulgatory v kosmetickych kompozicich je, aby se pfili§ pevné nevazaly na pokozku, ny-

brz aby je bylo mozno z oSetfovaného povrchu snadno uvolnit. Dalsi slozkou jsou emolien-
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kozku a maji vliv na aplikaci a transport aktivnich latek do kiize. Humektanty, obvykle
glykoly nebo polyoly, maji schopnost snizovat rychlost evaporace vody. Zahust'ujici latky
slouzi k upravé viskozity emulze a mohou také podpofit stabilitu emulze, zejména pii vys-
Sich teplotach. Velmi vyznamnou slozkou kosmetickych piipravkil jsou také konzervacni
latky, které zabranuji nezddoucim chemickym pfeméndm nebo rozkladu slozek v disledku
mikroorganizmd. [5, s. 72, 73], [6, s. 25, 27], [7, s. 82, 83]; Konzervaci kosmetickych pfi-

pravki a konzervaénim latkdm bude vénovana kapitola 3 a 4.

1.2 Kontaminace kosmetickych pripravkua

Kosmetické ptipravky by mély byt za béznych podminek pouzivani bezpecné. Zejména
by za zadnych okolnosti nemély piedstavovat riziko pro lidské zdravi. Aby byla zajisténa
bezpecnost kosmetickych ptipravk uvadénych na trh, mély by byt vyrabény v souladu se
spravnou vyrobni praxi a znalosti bezpec¢nosti piisad, které obsahuji. [1] Kosmetické pfi-
pravky jsou regulovany a kontrolovany po celém svéts. V Ceské republice provadi dozor
nad kosmetickymi ptipravky organy ochrany vetejného zdravi. Na regulaci kosmetickych
prostiedkii se vztahuje § 25 - § 29 zakona ¢. 258/2000 Sb., o ochrané¢ vetejné¢ho zdravi
a o zmeéné nékterych souvisejicich zdkont, ve znéni pozdéjsich predpisti, a Natizeni Ev-
ropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009 o kosmetickych
ptipravcich [1], [8].

Kosmetické ptipravky (KP) stejné jako mnohé jiné vyrobky mohou podléhat riziku mikro-
bidlni kontaminace. Pfitomnost mikroorganizmi v KP je nezadouci, a pokud se za¢nou

v kone¢ném vyrobku mnozit, mize se projevit nékolika zptsoby:

e zmeéna organoleptickych vlastnosti — zékal, zapach, zména barvy

e zmeéna konzistence — v piipadé, kdy mikroorganizmy napadnou emulgujici latku,
mohou emulzni pfipravky ztratit stabilitu a zméni se jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti

e zmeéna struktury a ztrata aktivity u¢innych latek

Kromée vyse uvedenych zmén existuje také nebezpeci podrazdéni pokozky, vzniku infekce
a potencialni ohrozeni zdravi spotiebitele. [2, s. 166,169], [9s. 164], [10, s. 73], [11, s. 14]
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA—Food and Drug Administration) nevyzaduje, aby

byla kosmetika sterilni, ale vyzaduje, aby se v ni nevyskytovaly patogenni mikroorganiz-
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my. Prikladem patogennich mikroorganizmi nezadoucich v KP mtize byt Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus a Candida albicans. Ostatni mikroorganizmy mohou
byt pfitomny do urcitého mnozstvi. Pro ucely specifikace mikrobidlni kontaminace se
kosmetické prostiedky rozdéluji do dvou kategorii. Do prvni kategorie spadaji vyrobky
specidlné urcené pro déti do 3 let a vyrobky pouzivané v oblasti o¢i a na sliznicich.
Do druhé kategorie se pak tfadi vSechny ostatni vyrobky. Pro prosttedky z prvni kategorie
by nem¢l celkovy pocet mikroorganizmt piekrocit 100 kolonie tvoticich jednotek (KTJ)/g
v 0,5 g produktu, patogenni organizmy nesmi byt detekovany. U vyrobki z druhé kategorie
nesmi celkovy pocet mikroorganizmi presahnout 1000 KTJ/g v 0,1 g vyrobku a patogeny
uvedené vyse nesmi byt detekovany viibec. [10, s. 73], [12, s. 588]

I kdyZ se pii vyrobé kosmetiky dbé na to, aby byla kontaminace vyrobku v pribéhu jeho
vyroby, co nejméné pravdépodobnd, doporucuje se piesto do kompozice vyrobku zabudo-
vavat antimikrobni latky, potlacujici rozmnozeni eventuelné pfitomnych mikroorganizmi.
Pted uvedenim kosmetického vyrobku do ob&hu by mély byt vyrobcem provadény jeho
pravidelné mikrobiologické kontroly. Tyto mikrobiologické kontroly Ize rozdélit do

tfi kategorii:

e kontrola mikrobialni kvality ¢erstvé vyrobené¢ho kosmetického ptipravku
e kontrola mikrobidlni odolnosti vyrobku — zjistovani odolnosti kosmetického vy-
robku vystaveného ptsobeni mikrobt

e kontrola vlivu skladovani a pouzivani na mikrobialni kvalitu vyrobku

Obecné lze rozdélit mikrobialni kontaminaci na primarni a sekundarni. [6, s. 44], [7, s. 81],

[10, s. 73]

1.2.1 Primarni kontaminace

Primérni kontaminace vznikd béhem pracovniho procesu, kde mohou byt zdrojem surovi-
ny, nékteré vyrobni operace a zafizeni, &i personal. Castym zdrojem je voda, kterou lze
povazovat za zékladni a nejdilezitéjsi slozku kosmetickych piipravkii. Dale také ptirodni
nebo syntetické gumy, cukry, oleje, vosky, tuky, derivaty mastnych kyselin, extrakty rost-
linného nebo zivocisného pivodu, nekteré suroviny anorganického plivodu (nékteré pig-
menty, kaolin...). Vy$§i pozornost vyzaduje kolagen, elastin, Zelatina, syrovatka, aktivni
latky na bazi peptidid. Obsah nékterych surovin mize sniZovat u¢inek konzervacnich latek.

[6,s. 431, [10, s. 73-74], [11, s. 13-15]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

Moznost jak této kontaminaci predchazet spociva zejména v dodrzovani podminek sprav-
né vyrobni praxe neboli GMP ,,good manufacturing practice”. K podminkdm GMP patii
vyroba kosmetiky nebo 1éCiv za piisné aseptickych podminek, zabudovavani vodnich
a prachovych filtrii, pravidelné mikrobialni kontroly a spravnd technologie piepravy
a skladovani surovin i vyrobkt, dezinfekce technologickych zatizeni, dostate¢né proskole-
ny a odény personal. VSechny tyto aspekty pomahaji vyrazné snizit nebezpeci kontamina-
ce. Obzvlasté vliv vlhkosti, respektive vyznam biologicky suchého prostiedi je pro zacho-
vani mikrobiologické nezdvadnosti surovin velmi dulezity. [9, s. 165], [11, s. 13—15] Voda
pouzivand pro vyrobu kosmetickych ptipravka by neméla obsahovat zadné rozpusténé lat-
ky a jen nepatrné mnozstvi bakterii. Existuji tfi zplisoby jak takovou vodu pfipravit,

a to destilaci, demineralizaci, nebo reverzni osmézou. [2, s. 169], [10, s. 73-74]

1.2.2 Sekundarni kontaminace

Ptestoze jsou dodrzeny vsechny aspekty GMP a vyrobek neni primarné¢ kontaminovéan,
muze se u n¢j objevit tzv. kontaminace sekundarni. K sekundarni kontaminaci dochazi
v disledku pouzivani prostiedku spotiebitelem. [6, s. 43], [10, s. 73—-74] Zdrojem takové
kontaminace byva nejcastéji sam spotiebitel, ktery do vyrobku miize vnaset mikroorgani-
zmy piitomné na rukou, ¢i jiné ¢asti téla, kterd ptichazi do styku s KP. Dale k ni dochazi
v disledku nevhodného zachazeni s vyrobkem a nedodrzenim skladovacich podminek.
Mikrobialni rist obvykle nastane v kosmetice a toaletnich potifebach uchovavanych
v koupelné a vystavenych teplu a vlhkosti. [13, s. 112-113] Opakované pouzivani vyrobku,
nebo sdileni s vice uzivateli znamena zvySeni expozice nejen mikrobiim, ale mnoha dal§im
znecistujicim latkdm. Prevenci vzniku sekunddrni kontaminace je dodrzovani obecnych
zasad, jako spravné skladovani, nesdileni kosmetiky s jinymi uzivateli, pouzivani piislus-
nych aplikatort, nepouzivani jiz kontaminovanych kosmetickych ptipravki. Existuji také
doporuceni tykajici se pravidelné vymény kosmetickych ptipravkii. Naptiklad, aby se pte-
deslo infekci v o¢nim okoli v disledku mikrobidlni kontaminace z fasenek, je vhodné me-
nit tyto vyrobky po 6 mésicich uzivani pro uzivatele, kteti nejsou nositeli kontaktnich ¢o-

¢ek a kazdé 3—4 mésice pro nositele kontaktnich cocek. [12, s. 589]
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2 MIKROORGANIZMY V KOSMETICKYCH PROSTREDCICH

Mikroorganizmy hraji dtilezitou roli v biologickém znehodnoceni kosmetickych ptipravka
a predstavuji urcité riziko pro spotiebitele. Vzhledem k tomu, Zze kosmetické piipravky
jsou aplikovany na lidskou ktizi, musi se dbat na prevenci kontaminace téchto ptipravki
mikroorganizmy. V soucasné dob¢ je mikrobialni kontaminaci kosmetiky vénovana velka
pozornost. Legislativni opatfeni a zavedeni principit GMP zvySuje bezpecnost kosmetic-
kych produktli, nicméné kontaminované produkty se stale vyskytuji. V takovém ptipade,
kdy se prokaze kontaminace vyrobku, nebo existuje divodné podezieni, Ze vyrobek nemu-
si byt bezpecny, musi byt okamzité pfijata ndpravna opatieni, popiipad¢ je tento vyrobek
stazen z trhu nebo z ob¢hu. Déale musi odpovédna osoba neprodlené informovat piislusné
vnitrostatni organy ¢lenskych stat a uvede podrobnosti zejména o nesouladu a o ptijatych

napravnych opatfenich. [1], [10, s. 310], [13, s. 113], [14, s. 310], [15, s. 157]

Mezi mikroorganizmy kontaminujici kosmetiku patii bakterie, plisn¢ a kvasinky. Nejvétsi
hrozbou je pfitomnost patogent, jenZ mohou potenciondlné ohrozit zdravi spotiebitele.
Pritomnost nepatogennich mikroorganizmii vSak mize za vhodnych podminek rovnéz
pfedstavovat nebezpeci. Napiiklad mize dojit k invazi nepatogennich mikroorganizmd,

pokud je ptipravek aplikovan na poranénou ktzi. [13, s. 113], [14, s. 310]
V kosmetickych vyrobcich byly detekovany néasledujici mikroorganizmy:

e Gramnegativni bakterie — rody Acinetobacter, Alcaligenes, Burkholderia, Citrobac-
ter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Serratia.

e Grampozitivni bakterie — rody Bacillus, Enterococcus, Micrococcus, Propionibac-
terium, Sarcina, Staphylococcus, Streptooccus.

o Kvasinky — rody Candida, Saccharomyces, Torula, Zygosaccharomyces.

e Plisn¢ — rody Absidia, Alternaria, Aspergillus, Auerobasidium, Citromyces, Clado-
sporium, Dematium, Fusarium, Helminthosporium, Hormodendrum, Geotrichum,
Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Phoma, Rhizopus, Thamnidium, Trichohecium,

Verticilium. [7, s. 81]

Vzhledem k zaméieni praktické casti diplomové prace je nasledujici kapitola vénovana
bliz$i charakteristice bakteridlnich kontaminant kosmetickych prostiedki, prestoze kosme-
tika mize byt kontaminovéana i eukaryotickymi mikroorganizmy, tedy kvasinkami a plis-

némi.
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2.1 Bakterie

Bakterie plni vyznamnou roli v ekosystému. Jsou témét vSudypiitomné a hojné se tedy
vyskytuji i v kosmetickych zdvodech. Bakteridlni buriky jsou schopny pfizptsobit se i to-
ny prokaryotickych organizmii. Optimalni teplota rlstu bakterii je pro vétSinu bakterii
v rozmezi 25-37°C a optimalni pH je neutralni. Strukturou jsou jednodus$si nez eukaryotni

organizmy. [13,s. 24], [16, s. 64, 74], [17, s. 13]

Tvar bakterii je bud’ kulovity, nebo tyCinkovity. Ty¢inkovité bakterie se vyznacuji tvaro-
vou ruznorodosti s variabilni délkou od drobnych tyc¢ek (bacily), prohnutych ty¢inek (vib-
ria), spirdlovitych tyCinek (spirila, spirocheta) az po vldknité utvary (aktinomycety).
Na povrchu bakteridlni buriky je bunécna sténa, kterd udeluje bakteriim chemickou odol-
nost, odolnost proti zafeni, vyschnuti, proti nepfiznivym osmotickym podminkam atd.
Soucasné vyrovnava pomérné zna¢ny osmoticky tlak uvnitt bunky. [13, s. 24], [18, s. 12],
[19, s. 38], [20, s. 18] Podle slozeni bunécné stény se bakterie rozdéluji na grampozitivni
a gramnegativni bakterie. Grampozitivni bakterie maji fadu spolecnych fyziologickych
vlastnosti, jimiz se odliSuji od gramnegativnich bakterii (napf. citlivost k nékterym antibio-
tikiim, aniontovym povrchové aktivnim latkdm a jedovatym barviviim). Bylo zjiSténo, ze
vSechny zminéné vlastnosti jsou odrazem rozdilné struktury bunécnych stén grampozitiv-

nich a gramnegativnich bakterii. [19, s. 42], [21, s. 32, 33]

2.1.1 Grampozitivni bakterie

Bunécna sténa grampozitivnich bakterii (G+) je pomérné jednoduchd. Je tvofena silnou
peptidoglykanovou vrstvou, v niz jsou polysacharidové fetézce ulozeny v mnoha vrstvach
nad sebou a kterymi kolmo probihaji fetézce kyseliny teichoové. Sténa G+ bakterii pred-
stavuje asi 20 nm silny, pevny skelet, ktery béhem Gramova barveni uzavie komplex krys-
talové violeti sjodem natolik pevné, ze béhem odbarvovéani zistanou builky modré.

[13,s.27,28],[19,s.42], [21, s. 32, 33]

V nésledujicim textu jsou blize charakterizovany bakterie, které nejcastéji kontaminuji

kosmetické prostredky.
Rod Bacillus

Zastupci rodu Bacillus jsou aerobni sporulujici grampozitivni tycky. Jednd se o b&zné

se vyskytujici mikroorganizmy v ptirodé, obzvlaste¢ v pude. Vétsina druhii neni patogenni
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pro lidsky organizmus. Vyjimku tvoti Bacillus anthracis, z Casti B. cereus. Jsou bézné vy-
uzivany jako producenti antibiotik. V kosmetickém primyslu bézné¢ kontaminuje listy rost-
liny Aloe vera. Spoleénym znakem rodu je tvorba endospor, ty jsou diky své stavbé odolné

k teplu, radiaci a dezinfek¢énim Cinidlam. [13, s. 61], [16, s. 277],[17, s. 21, 22]

Bacillus cereus je fakultativné anaerobni grampozitivni ty¢inka tvotici endospory. Nejcas-
t&ji se vyskytuje v pud¢, ve vzduchu a prachu. Nékteré kmeny jsou pro lidi nebezpecné,
nebot’ vyvolavaji alimentarni infekce a onemocnéni gastrointestinalniho traktu. Jiné kmeny
mohou byt pro zménu prospé$né a u zvifat plisobi jako probiotika. Muze zpusobit kozni
infekce, které sice nejsou zavazné, avSak kizi poskozuji, dlouho pietrvavaji a obtizné
se 1é¢i. Dale miize také zpuisobit keratitidu (zanét rohovky), pokud napiiklad kontaminuje
produkty kosmetiky urcené k pouziti v oblasti o¢niho okoli. [12, s. 588], [13, s. 61],
[17,s. 23, 24]

Rod Staphylococcus

Jedna se o grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé a vétSinou neopouzdiené sférické
koky o primeéru pfiblizné 1 um. Mohou rist jak aerobné tak i anaerobné. Z hlediska pato-
genity je pro Clovéka vyznamny S. aureus jako koagulaza-pozitivni druh, S. epidermis
a S. saprophyticus jako koagulaza-negativni druhy. Rod Staphylococcus je do jisté miry
rezistentni k nepfiznivym vliviim okoli. Stafylokoky dovedou odolavat zahtfevu na 55 °C
po dobu 30 minut, vysychani a vy$§im koncentracim NaCl, coz zfejmé umoziiuje prechodné nebo
i rezidentni osidleni urcitych koznich oblasti nékterymi druhy. Ty mohou zplisobovat naptiklad
zanétlivé kozni onemocnéni impetigo, zanéty spojivek. Projevem infekce je tvorba hnisu. Pritom-
nost tohoto rodu bakterii je téméf vzdy dasledkem sekundarni kontaminace. [13, s. 60],

[16,s. 192, 193]

Staphylococcus aureus se fadi mezi biochemicky nejaktivnéjsi bakterie. Jde o grampozi-
tivni kulovitou bakterii, dobfe adaptovanou na kolonizaci kiize a sliznic. Je nejcastéjSim
puvodcem pyogennich infekei nebo intoxikaci ¢lovéka a zvitat spolecné s rodem Strepto-
coccus. Na zéklad¢é své pigmentace je také nazyvan jako zlaty stafylokok. S. aureus je pa-
togenni pro lidsky organizmus, zejména kviili produkei riznych enzymt napft.: koagulazy,
hyaluroniddzy aj. V lidském organizmu miuze vyvolavat onemocnéni od malo zavaznych
koznich onemocnéni, az po vysoce zdvazné zivot ohrozujici infekce. NejcastejSimi projevy

wev

je mnohondsobn¢ usnadnén, pokud je klize nebo sliznice poranénd, ¢i néjakym zptisobem
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narusend. Infekce ovSem mohou vznikat 1 na neporusené tkani, a to pisobenim hyaluroni-
dazy, produkované prave stafylokokem. Mezi zivot ohrozujici onemocnéni vyvolané stafy-
lokokem se fadi meningitida, pneumonie, syndrom toxického Soku, osteomyelitida, endo-
karditida, bakteriémie a septikemie. Dale je pivodcem nékterych priijmovych onemocnéni.
Ne vzdy vSak musi znamenat pritomnost stafylokoka na kiizi, v nose ¢i hrdle infekéni
onemocnéni. V pfipad¢ invaze stafylokoka do hlubSich tkani roste zavaznost infekce.
Na pevnych pudach roste ve Zluté zbarvenych kolonii. K 1é¢bé stafylokokovych infekci

je bézné pouzivan penicilin. [13, s. 60], [17, s. 90-92]

Staphylococcus epidermis jsou grampozitivni, nepohyblivy, fakultativné anaerobni kok.
Je nejcastéjsi slozkou kozni mikroflory, z které rovnéz prechazi na sliznice a bézné se vy-
skytuje také u zvitat. S. epidermis se fadi mezi nepatogenni mikroorganizmy, avSak nebez-
peci pro imunokompromitované osoby. Infekce mohou byt komunitni i nozokomialni.
V piipad€ hospitalizovanych pacienti mohou byt velmi zavazné, jelikoz v nemocnicich
se vyskytuji virulentnéjsi kmeny, které se staly disledkem casté dezinfekce a pouzivani
antimikrobik rezistentnimi. NejvyznamnéjSim zdrojem infekce v nemocni¢nim prostiedi
jsou intravendzni katétry a rizné implantaty. S. epidermis na nich miize vytvéret biofilmy.

Tvorba biofilmu znesnadiiuje pisobeni antibiotik. [17, s. 92, 93]
Rod Streptococcus

Bakterie rodu Streptococcus jsou grampozitivni kataldza-negativni koky uspotfadané do
dvojic a fetizkil. Vétina jsou fakultativng anaerobni organizmy. Radi se mezi patogenni
mikroorganizmy. Nej¢astéji se vyskytuji ve flofe dutiny ustni, hornich cest dychacich, va-
gindlni sliznice. Bakterie rodu Streptococcus byvaji izolovany z kosmetickych prostredki.
Jejich ptitomnost ¢asto zaprticinuje nedodrZeni principti spravné vyrobni praxe. [13, s. 60],

[16,s. 204, 205], [17,s.92, 93]

2.1.2 Gramnegativni bakterie

vvvvvv

pozitivni. Sklada se z tenké vrstvy peptidoglykanu (10 nm) uloZzené pod zevni membranou.
Zevni membrana obsahuje fosfolipidy, lipopolysacharidy a strukturni i enzymové proteiny.
Mezi vnéj§i membranou a peptidoglykanovou vrstvou existuje tzv. periplazmaticky
prostor. Zevni membrana gramnegativnich bakterii brani prostupu molekul, které snadno
prostupuji buné€nou sténou grampozitivnich bakterii. Jedna se napiiklad o né&kterd barviva

(krystalova violet)), antibiotika, soli Zlucovych kyselin. Obsah lipidl ve sténé gramnegativ-
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nich bakterii je pricinou jejich vyssi odolnosti vii¢i ptisobeni aniontovych povrchoveé aktiv-
nich latek. Slozeni zevni membrany je mimo jiné pri¢inou vyssi odolnosti gramnegativnich
bakterii vic¢i pusobeni nékterych antimikrobialnich latek. [13, s. 29], [16, s. 52-54],
[19,s.42,43],[21,s. 33, 34]

Rod Pseudomonas

Tento rod gramnegativnich aerobnich bakterii mé tvar rovnych nebo mirné zahnutych tyci-
nek. Jsou pohyblivé, metabolicky nendrocné. Snadno se mnozi v odpadnich vodach, neste-
rilnich infuzich. Jejich nejzajimavéjsi vlastnosti je schopnost rozkladat sloZité matrice
vcetné biocidl, uhlovodikové struktury a dokonce chlorované pesticidy. Vyskyt tohoto
rodu bakterii v kosmetickych zdvodech byva casto zplisoben nedostate¢nou kontrolou vod-
nich systémt a Spatné provadénou dezinfekei, jenz ma za nasledek tvorbu biofilmt na pfi-

slusnych zatizenich. [13, s. 57, [16, s. 246]

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni aerobni ty¢inka, bézn¢ se nalézajici ve vodeé,
v pudé, na lidské kazi, ve stolici domacich zvirat i lidi. P. aeruginosa je patogenni mikro-
organizmus. Typickou vlastnosti je piizpisobivost okolnimu prostfedi, naptiklad
v atmosféfe se snizenym obsahem kysliku. Diky tomu miize infikovat poSkozené tkané
lidi, zvitat, ale také osoby se snizenou imunitou. Casto byvé pii¢inou nemocni¢nich nakaz,
protoZe kontaminuje nemocni¢ni pfistroje, katétry apod. Proteolytické enzymy produkova-
né touto bakterii ohrozuji poranéné oko, coz je dilezité zvlaste v ptipad¢ kontaminace pro-
stitedkli ur€enych k pouziti v oblasti oka. Infekce mize pak v nejhor§im ptipad¢ koncit
az slepotou ¢i ztratou oka. Na ptde roste ve forme¢ kovove lesklych kolonii. Kultury vyka-
zuji charakteristicky zapach po trimethylaminu. Optimalni teplota pro kultivaci se pohybu-
je vrozmezi 30-37 °C, roste ovSem 1 pii pokojové teploté. [13, s. 57], [16, s. 246],
[17,s. 84, 85]

Rod Escherichia

Bakterie rodu Escherichia se bézné vyskytuji v tlustém stievé lidi 1 zvirat. Dostavaji se
také do vody, kde je jejich vyskyt indikdtorem fekalniho znecCisténi. Vyvolavaji dva typy
infekci, extraintestinalni (mocovych cest, infekce ran, hnisavé procesy) a intestinalni (in-

fekce provazené prijmy). [13, s. 59], [16, s. 264]

Escherichia coli je pyogenni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie. Je obvyklym
komenzalem dolniho zazivaciho traktu teplokrevnych organizmii. V anaerobnim prostiedi

pouziva riiznych mechanizmu fermentace za soucasné produkce laktatu, jantaranu, octanu,
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etanolu a oxidu uhlic¢itého. Casto byva ptivodcem priijmovych onemocnéni, infekci moco-

vych cest, gastroenteritidy. [13, s. 59], [16, s. 264], [17, s. 47-51]
Rod Klebsiella

Rod Klebsiella se tadi mezi lidské patogeny. Jsou to nepohyblivé gramnegativni tycky.
Lze je najit v piidé, ve vode¢, ale také v dychacich cestach a zaZzivacim traktu. Hlavnim dru-
hem je Klebsiella pneumoniae zpusobujici tézky zapal plic u fyzicky oslabenych jedinct.
Bézné se bakterie rodu Klebsiella nachazeji v domécnostech, tudiz mohou kontaminovat

kosmetiku pfi jejim pouziti v domacnosti. [13, s. 59], [16, s. 265], [17, s. 65]
Rod Serratia

Jedna se o pohyblivé gramnegativni tycky, vyskytujici se v ptidé a ve vodé. Obvykle
nejsou povazovany za lidské patogeny, protoze jen vzacné vyvolavaji infekce. Bakterie
rodu Serratia rostou v Sirokém rozmezi teplot 5 az 40°C a v rozmezi pH 5 az 9. Bylo zjis-
téno, Ze mohou kontaminovat dezinfekéni a povrchové aktivni latky. Pokud je jejich pii-
tomnost detekovana v kosmetickém vyrobnim zévod¢, vétSinou svéd¢i o méné Casté, nebo

nevyhovujici sanitaci. [13, s. 57], [16, s. 266]

S. marcescens se prednostné nachazi ve vlhkém prostredi, tedy Casto ji lze detekovat
v koupelnach, v rozich sprchovych kouttl, ve sparach dlazdic nebo bazénech. Zivi se lat-
kami, které obsahuji fosfor a mastné kyseliny. Takovymi latkami jsou zbytky mydla
a Sampont. Jeji pfitomnost se projevuje rizoveé zabarvenym slizovitym povlakem. Preven-
ci je dikladné myti a suSeni povrchii po kazdém pouziti. Mlize vyvolat mocové infekce,

infekce ran, respirac¢niho traktu nebo o¢i. [13, s. 57], [16, s. 266], [17, s. 88—89]
Rod Enterobacter

Bakterie tohoto rodu jsou gramnegativni pohyblivé tycky vyskytujici se v ptidé, ve vodg,
n¢kdy v zazivacim traktu. Nepovazuji se za lidské patogeny, pokud nejsou zavedeny ptimo
do krevniho feciSté. Kontaminuji povrchové aktivni latky a latky pouzivané
v domdacnostech. Mezi hlavni druhy kontaminujici kosmetické ptipravky patti Enterobac-

ter agglomerans, E. gergoviae a E. cloacae. [13,s. 59], [16, s. 266]
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2.2 Rezistence mikroorganizmi

Rezistence znamend schopnost mikroorganizmt odolévat G¢inku neptiznivych vlivii pro-
stiedi, jakoZ i rozmnoZovat se v pfitomnosti urcité¢ koncentrace antimikrobialni latky. Mu-
ze byt bud’to pfirozenou, nebo béhem zivota ziskanou vlastnosti mikroba. Pfirozend neboli
genetickd rezistence mize byt kodovéana na plazmidech, které mohou nést geny produkuji-
ci enzymy inaktivujici nebo rozbijejici antimikrobidlni latky. Déle mize byt kodovana
v chromozomech, kde je vysledkem mutaci v genu, ktery fidi citlivost k antimikrobidlnim
latkdm. Protoze jsou mikroorganizmy pocetna a heterogenni skupina, disponuji rozdilnou
citlivosti na antimikrobialni latky. K nejodolngj$im se fadi mikroorganizmy schopné tvofit
spory nebo cysty. Rezistenci je vzdy potieba vztahovat na pouzitou koncentraci antimikro-

bialni latky. [11, s. 25-27], [18, s. 14], [22, s. 34], [23, 5. 100,101]

Borovian [24] ve své studii prokdzal, ze kmen Pseudomonas cepacia byl schopen ristu
nejen v produktech s nizkym pH, ale také odolaval plisobeni dvou chemicky ptibuznych
konzervacnich latek, kyseliné benzoové a formaldehydu. Pokud se prokaze rezistence,
s nejveétsi pravdépodobnosti nebylo dosazeno minimalni baktericidni popiipadé inhibi¢ni
koncentrace. V praxi to znamend, Ze je vhodné pouzivat antimikrobidlni latky
v koncentracich prevysujici MBC/MIC 2—8 ndsobné. V nékterych ptipadech, kdy je zjisteé-
na rezistence na pouzité konzervac¢ni latky, se musi piepracovat cely konzervacni systém

vyrobku. [11, s. 25-27], [18; s. 14], [22; s. 34], [23; s. 100,101]
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3 KONZERVACE KOSMETICKYCH PRIPRAVKU

Kosmetické ptipravky musi byt chranény proti nezadoucimu riistu mikroorganizmd.
Ochranou proti mikrobialni kontaminaci se zaroven zajisti i stabilita daného vyrobku.
Vzhledem k ptirozenému mikrobidlnimu osidleni lidské kiize nemusi byt kosmeticky pfi-
pravek nutné sterilni, avSak musi vykazovat ur¢itou mikrobidlni Cistotu a musi byt mikro-

bidln€ nezavadny. [25, s. 18], [26, s. 144], [27, s. 53], [28, s. 1]

Mikrobiologickou nezavadnost a vyhovujici vlastnosti si musi kosmeticky vyrobek zacho-
vat 1 po celou dobu uziti spotfebitelem. Doba, po kterou si vyrobek tyto vlastnosti zachova,
se nazyva doba minimalni trvanlivosti a je stanovena vyrobcem. V piipad¢, ze dany vyro-
bek mé trvanlivost kratsi nez 30 mésicli, ma vyrobce povinnost uvést datum minimalni
trvanlivosti na obale. Datum minimalni trvanlivosti musi byt zfeteln¢ uvedeno a musi ob-
sahovat den, mésic a rok, nebo pouze mésic a rok, v uvedeném potadi. Dle potieby byva
doplnéno udajem o podminkach spravného skladovani, uzivani a dal$ich, které by méli byt
dodrZzovany, aby byla zarucena uvedend doba trvanlivosti vyrobku. Je-li minimalni trvanli-
vost delsi nez 30 mésicti, mél by byt spotiebitel informovan, po jakou dobu mize kosme-
ticky ptipravek bezpecné pouzivat po otevieni. Tato informace je na obalu vyznacena for-
mou symbolu otevieného kelimku a udajem o dob€ pouziti v mésicich nebo rocich.

[1,s. 62, 73]

Celkova antimikrobialni ochrana zahrnuje konzervaci ptipravku, specificky vyrobni proces
a ochranné baleni. Konzervaci kosmetického piipravku se dle normy CSN EN ISO 11930
rozumi soubor prostiedkii pouzitych k zabranéni mikrobialniho mnozeni v kosmetickém
ptipravku. Souborem prostfedki pak mohou byt konzervaéni ptisady, suroviny s nepiizni-
vym vlivem na mikroorganizmy, multifunkéni slouceniny, extrémni pH a nizké hodnoty
aktivity vody. [29, s. 8], [30, s. 211], [31] Konzervac¢ni ptisadou je latka, ktera je vyhradné
nebo prevazné urcena k potlaceni ristu mikroorganizmi v kosmetickém ptipravku za da-
nych podminek pouziti. [1, s. 65], [30, s. 211] Nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) €. 1223/2009 uvadi seznam vSech povolenych konzervacénich latek a jejich nejvyssich
piipustnych koncentraci v konecném vyrobku v ptiloze V. Dale uvadi, ze kosmetické pii-
pravky nesméji obsahovat konzervacni prisady, které nejsou uvedeny v piiloze V tohoto
nafizeni, ani konzervacni piisady v ni uvedené, avSak pouzité v rozporu s podminkami v ni
stanovenymi. Dale nesmé&ji obsahovat latky uvedené v této pfiloze, avSak neurcené pro

pouziti jako konzervacéni prisady. [1, s. 69] Soucasni vyrobci kosmetickych ptipravki maji
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na vybér z nepieberného mnozstvi konzervacnich latek. Kompozice kosmetickych piiprav-
ki obsahuji celou Skalu pfirodnich i1 syntetickych ingredienci, jejichZz pocet se neustale
zvySuje. Mnohé z téchto ingredienci poskytuji optimdlni podminky pro riist mikroorgani-
zmd, jako je napiiklad obsah vody, nebo vyznamny obsah uhlovodiki, jako potencialni
zdroj potravy pro mikrobidlni floru. Proto se konzervacéni piisady staly naprosto nezbytnou
a nedilnou soucasti slozeni kosmetickych vyrobka. Pfikladem formulaci nejvhodnéjsich
pro rist mikroorganizmi jsou roztoky, emulzni systémy a gely. [32, s. 143], [25, s. 18],

[26, s. 1431, [33], [34], [35, s. 1]

3.1 Faktory ovliviiujici vybér konzervacniho systému

Zajisténi Ucinné ochrany kosmetického ptipravku je velmi slozity proces a nestaci pouze
ptidani jedné nebo vice konzervacnich latek. Aby byla konzervace uspé$nd, musi byt vzaty
v uvahu vSechny aspekty vyvoje kosmetického prosttedku od konceptu a névrhu, pres vy-
robu, distribuci az po spotiebitelské vyuziti. U¢innost a stabilitu konzervaéniho systému
piimo ovliviiuje tfada fyzikdlnich a chemickych vlastnosti kosmetickych piipravka. Volba
vhodného konzervacniho systému tak zavisi nejen na formulaci a zékladu vyrobku,
ale také na pH a kompatibilité s ostatnimi slozkami vyrobku. Tyto faktory mohou zname-
nat pfi¢inu snizeni U¢innosti konzervacniho systému. Zaroven vSak znalost téchto faktort

umoziuje usnadnit proces konzervace. [13, s. 163 — 167], [26, s. 143], [36, s. 5]

Rist mikroorganizmt je silné ovlivnén koncentraci vodikovych iontd v prostiedi. VétSina
bakterii roste v neutrdlnim nebo slab¢ alkalickém prostedi. Naproti tomu kvasinky vyZa-
duji pro rist kyselé prostiedi a jejich optimalni pH ristu se pohybuje mezi 4,2 — 5,5. Opti-
malni pH ristu plisni se pohybuje okolo neutrdlniho bodu, ale mohou se rozmnozovat
v Sirokém rozmezi pH, a to 1,2 az 11,0. [21, s. 173, 174] Optimalni pH kosmetického pii-
pravku by se mélo pohybovat v oblasti pH kozniho povrchu, ktery je kryty ochrannym
filmem a vykazuje slabé kyselou reakci v rozmezi hodnot pH 5,0 — 6,0, aby plet nebyla
zatézovana nutnosti vyrovnavat odchylky od pfirozené hodnoty pH. [2, s. 118] Existuji
kosmetické piipravky s kyselym nebo alkalickym pH. Piipravky s kyselym pH ma-
ji rozmezi hodnot pH 3,0 — 5,0 a takovymi mohou byt naptiklad pletové vody s obsahem
kyseliny. Ptipravky disponujici alkalickym pH v rozmezi hodnot 10,0 — 14,0 jsou kupfi-
kladu depilac¢ni krémy. [37, s. 69] Jak uz bylo feceno, hodnota pH ovliviiuje vybér konzer-
vacni latky, jeji G€innost a stabilitu. Nékteré latky pisobi pfedev§im v neionizované formé,

napiiklad organické kyseliny, které¢ jsou ucinné v kyselém pH. [11, s. 28] [37,s. 70]
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Uvadi se ucinnost téchto kyselin pouze v produktech s pH pod 5. Organické kyseliny tedy
ztraci aktivitu v neutralnich a alkalickych ptipravcich. [26, s. 168], [11, s. 28] Naopak
kvartérni amoniové baze jsou u€inné v ionizované formé, a tedy nemaji efekt pii nizkém

pH. Jsou uc¢inné v neutralnich a slab¢ alkalickych ptipravcich. [11, s. 28] [37, s. 70]

Dalsim obecnym faktorem ovliviiujici konzervaci je aktivita vody. Veskeré reakce probi-
hajici v zivé buiice mohou probihat jen za piedpokladu ptfitomnosti dostatecného mnoZzstvi
vody. Vétsina bakterii se rozmnozuje pfi hodnotach aktivity vody 0,99 az 0,93. Nékteré
bakterie jsou ale schopny se rozmnoZzovat i pfi niz§ich hodnotach (0,65 az 0,63), které pre-
vladaji pti vysokych koncentracich (20 az 30 %) chloridu sodného. Gramnegativni bakterie
zejména rodu Pseudomonas nejsou schopny rozmnozovani v kosmetickych vyrobcich pii
vodni aktivité nizsi nez 0,90. Grampozitivni bakterie, naptiklad rodu Staphylococcus jsou
inhibovany pfi hodnotach vodni aktivity nizsi nez 0,80. Kvasinky potiebuji pro rozmnozo-
vani aktivitu vody v rozmezi 0,91 az 0,88 a plisné maji obvykle schopnost se rozmnozovat
pfi nizsich hodnotach nez bakterie i kvasinky, vyjimku tvofi tzv. vodni plisné (vyzaduji
vysSi hodnoty ay) a osmofilni schopné se rozmnozovat jiz pii ay 0,60. [13,s. 168]
[21,s. 175, 176] Kosmetické piipravky s vyssi aktivitou vody tvoii idealni prostfedi pro
rozmnozovani mikroorganizmi. Mezi takovéto piipravky se fadi, pletové vody, krémy,
Sampony apod. Na druhé stran¢ jsou kosmetické prostiedky s nizkou aktivitou vody, tedy
s mensi pravdépodobnosti kontaminace mikroorganizmy, mezi které patii naptiklad pudry,

rténky. [37, s. 68]

Neméné dilezitym faktorem pii vybéru konzervaéni latky je také jeji rozpustnost. Jelikoz
se mikroorganizmy mnozi pouze ve vodné fazi emulznich ptipravki, nebo se shromazd’uji
na fazovém rozhrani emulze, je kladen diraz na to, aby pouzitd konzervaéni latka byla
rozpustna ve vodé, respektive se nachdzela ve vyssi koncentraci pravé ve vodné fazi pti-
pravku. Nékteré latky lze ptidat pfimo do vodné faze (imidazolidinyl mocovina, diazolidi-
nyl mocovina apod.) jiné (chlorfenesin, dichlorbezylalkohol, parabeny) museji byt pied
pridanim rozpustény v rozpoustédle s vodou misitelnym (etanol, propylenglykol, glycerin),
nebo rozpoustény v predehiaté vodé. Konzervaéni latky rozpustné ve vodé i v oleji maji
tendenci se rozdélit do olejové i vodné faze v urcitém poméru (tzv. rozdélovaci koeficient).
Nekteré suroviny obsazené v kosmetickych ptipravcich, jako napiiklad neionické povrcho-
ve¢ aktivni latky nebo emulgatory, zvysuji rozd€lovaci koeficient, stejné jako zvySeni teplo-
ty. ZvySenim rozd€lovaciho koeficientu dochéazi ke snizeni koncentrace konzervacni latky

ve vodné fazi a tak poklesu uc¢inku konzervacni latky. Vzhledem ke sniZzené antimikrobial-
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ni aktivité v olejové fazi se zdmérné zvysuje koncentrace konzervacéni latky ve vodné fazi
nebo se omezuje jeji rozpustnost v olejové fazi. ZvySenim koncentrace konzervantu

ve vodné fazi dojde k poklesu rozdélovaciho koeficientu [37,s. 71 — 72].

Existuji latky zvySujici ucinek konzervantli. Takovymito latkami mohou byt vySe zminéna
rozpoustédla zlepsujici rozpustnost ucinnych latek jako glykoly, ethylenglycerin nebo eta-
nol. Etanol pokud je pouZit v koncentracich vyssich, nez 15 % vykazuje piimy konzervaéni
ucinek a pfi nizsich koncentracich zvySuje ucinnost jinych konzervacnich latek. Dalsi sku-
pinou latek s pozitivnim vlivem na U¢innost konzervantl jsou chelatacni ¢inidla, kterd mo-
hou ovliviiovat rozpustnost systému, nebo vytvaret komplexy s u€innymi latkami. Zvlastni
zminka je o kyseliné ethylendiamintetraoctové, kterd disponuje schopnosti izolovat dvoj-
mocné kationty vapniku a hoi¢iku, ¢imz narusi integritu bunééné stény a umozni tim lepsi
pronikdni antimikrobidlnich latek do bunck. Stejnou schopnost mé také diacetat kyseliny

glutamové. [13, s. 172], [38]

Pro kazdy nové vyvinuty kosmeticky ptipravek je zapotiebi stanovit vhodny konzervaéni
systém. V praxi se ¢asto zkousi kombinace riznych konzervacnich latek, protoze obvykle
byva kombinace ucinnéjsi, a vytvaii se tak Siroké spektrum konzervacnich systému.
Z vyse uvedeného vyplyva, Ze volba vhodné konzervacéni latky respektive konzerva¢niho
systému neni jednoduchd a vyznamné rozhoduje o kvalité a pouzitelnosti vyrobku. D-
sledkem nevhodné konzervace kromé nestability vyrobku miZe byt poSkozeni kize toxiny

a bakteridlnimi metabolity (iritace). [6, s. 44], [11, s. 28], [33]

3.2 Pozadavky na konzerva¢ni latky

Na zaklad¢ vyse zminénych skute¢nosti vyplyva celd fada pozadavki, které by méla kon-
zervacni latka spliiovat. Idedlni konzervacni latka by méla byt G¢inna viici Sirokému spekt-
ru mikroorganizml pokud mozno pii nizkych koncentracich, rozpustna ve vod¢, neroz-
pustna v olejich, stabilni v daném rozmezi pH a teploty kompatibilni s ostatnimi slozZkami
a s obalovymi materidly. Déle je Zadouci, aby byla bezbarva a bez zapachu, financné do-
stupnd a snadno stanovitelnd. NejdilezitéjSim pozadavkem je pochopitelné bezpecnost,

tedy nizka toxicita a alergenicita.

Bohuzel doposud neexistuje zadna latka, kterd by spliiovala vSechny tyto podminky. Nej-
vétsi uskali predstavuje pozadavek na Sirokospektry ucinek a koncentraci. Z tohoto diivodu

jsou do kompozic kosmetickych piipravkil ¢astéji zabudovavany smési konzervacnich la-
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tek, které vykazuji Sir§i spektrum ucinku nez jednotlivé konzervacni latky. Mnozstvi kon-
proti ristu mikroorganizmu. Se zfetelem na minimalizaci vedlejsich ucinka plati legislati-
vou maximalni povolené koncentrace stanovené pro kazdou konzervacéni latku. Pii vybéru
konzervacni latky tak hraje roli také zemé¢, ve které je vyrobek nabizen, protoze legislativa
jednotlivych zemi se liSi. V zdsadé existuji dvé trovné koncentrace, a to minimalni inhi-
viditelnému riistu bakterii za 24 hodin, a minimalni baktericidni koncentrace (MBC), tedy
nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky potfebna k usmrceni mikroorganismu. Vzhle-
dem k probihajicimu legislativnimu vyvoji Ize oc¢ekdvat, ze vybér konzervacni latky cas-
te¢né ovlivni i fakt, zda se jedné o prostiedky oplachové (rinse-off) ¢i na pokozce zlstava-
jici (leave-on) kosmetiky. Predpoklada se totiz zdkaz pouzivani konzervacénich latek skupi-
ny thiazolinonli v produktech zlstavajicich na pokozce. [7, s. 83] [30, s. 212], [35, s. 1],
[39], [40, s. 346]

3.3 Mechanizmus pusobeni antimikrobialnich latek

Davidson a Brannen stanovili tfi obecné kategorie konzervacnich latek podle mechanizmu
ucinku. Do prvni kategorie zatfazuji slouceniny, které zpusobuji poskozeni propustnosti
membrany buiiky. Druha kategorie zahrnuje latky, které inhibuji nebo inaktivuji zakladni
bunécné enzymy. Tyto slouceniny ¢asto utoci na enzymy reakci s thiolovou nebo hydroxy-
lovou skupinou v aktivnim misté enzymu. Do tieti kategorie pak fadi slouCeniny reagujici

s DNA buriky, které mohou zabranit replikaci buniky. [26, s. 174]

Philip A. Geis [13] ve své publikaci uvadi, ze existuji tfi tfidy biocidd, jejichz chemické
vlastnosti a mechanizmus piisobeni jsou vhodné pro kosmetické vyrobky: elektrofily, roz-
poustédla a slabé kyseliny. Z téchto tfi jsou nejvice univerzalni a Siroce pouzivané elektro-
fily. Mechanizmus jejich piisobeni spociva v interakci s reaktivnimi nukleofilnimi c¢astice-
mi v biologickych molekulach, jako jsou thiolové skupiny, enzymové kofaktory, nebo ma-
1¢ peptidy. Thioly jsou dostatecné nukleofilni pfi fyziologickém pH, které snadno reaguji
s elektrofilnimi slou¢eninami. Kromé toho jsou thioly ¢asto zapojeny do katalytickych me-
chanizmil enzymt, které spousti kaskadu vedouci k bunécné smrti. Rozpoustédla jako jsou
etanol a fenoxyetanol mohou byt pouzity jako konzervacni ptisady pokud jsou aplikovany
v koncentracich vyssich nez 1 %. Pfedpokladanym mechanizmem u¢inku je solvatace hyd-

rofobnich molekul z bunééné membrany, coz ma za nésledek ztratu integrity membrany
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a lyzi bun¢k. Nevyhoda pouziti konzervacnich latek z této tiidy je nedostatecna kompatibi-
lita s ostatnimi slozkami vyrobku. Posledni tfidou biocidil jsou slabé kyseliny, jako jsou
parabeny, kyseliny sorbova a citronova, které maji zalozenou antimikrobialni aktivitu na
schopnosti ménit intracelularni pH a pronikat s gradientem pH pies bunééné membrany.
Nevyhodou vyuziti této tfidy biocidll je Spatna rozpustnost, 1 pfesto jsou vSak zcela bézné

pouzivany. [13,s. 181 — 183]

3.4 Konzervace bez konzervaénich latek

V poslednich letech kosmeticky primysl zaznamenava zvysSeny zdjem po ptirodnich pro-
duktech, a to predevsim z diivodu zvySené Cetnosti piipadii hlaSenych vedlejSich uc¢inkt
konzervantii na pokozku. Tento rostouci trend vede vyrobce kosmetickych vyrobki k vy-
voji novych konzervacnich metod. V zésad¢ 1ze v odborné literatute nalézt dva pouZzivané
terminy, a to tzv. free-preserving a tzv. self-preserving. Pojem free-preserving neboli ,,bez
konzervacnich latek* vyjadiuje, ze vyrobek neobsahuje latky klasifikované dle legislativy
jako konzerva¢ni a uvedeny v piiloze V Natizeni Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009,
o kosmetickych ptipravcich. Bez konzervacnich latek 1ze vyrobit vodné pripravky, tak aby
byly mikrobiologicky stabilni, pfi¢emz musi byt splnéna podminka aseptické vyroby
a vhodného baleni. Nicméné, tento postup nebude fungovat u vétS§iny vodnych kosmetic-

kych piipravkl balenych v obalech urenych pro opakované pouziti. [9, s. 163]

Pojem self-preserving neboli ,,sebekonzervovani®, ¢i ,,samokonzervovani* znamena nahra-
zeni bézn€ pouzivanych konzervanti ostatnimi kosmetickymi pfisadami s antimikrobial-
nimi vlastnostmi. Pfikladem muze byt cela fada esencidlnich olejl a extraktl, dale slouce-
nin jako kaprylyl glykol, fenylethylalkohol, nebo vonné slozky. Divodem pouzivani
je jejich ptiznivy Ucinek na klizi a soucasné ptiznivy vliv na zachovani stability vyrobku.
Tyto slozky doposud nebyly Evropskou védeckou komisi uznany jako konzervacni piisa-
dy. V publikaci autort Donald S. Orth, Jon J. Kabara a kolektivu [37] se uvadi, ze produk-
ty zalozené na principu ,,samokonzervovani* jsou schopny usmrceni problematickych mik-
roorganizmil dostatecné rychle, aby spliiovaly kriteria pro testy konzerva¢ni u¢innosti. Za-
timco produkty oznacované jako ,,bez konzervacnich latek* nejsou schopny usmrceni mik-
roorganizmi tak rychle, vzhledem k nizkému nebo vysokému pH, vysoké koncentraci po-
vrchové aktivnich latek, vysoké koncentraci alkoholu atd., a vyvijeji tak pouze mikrobio-
staticky efekt. Proto musi byt takové vyrobky baleny do uzaviratelnych obalt, udrzujici

integritu produktu a branici mikrobialni kontaminaci. [37, s. 176], [41, s. 698]
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4 ANTIMIKROBIALNI PRISADY V KOSMETICKYCH
PRIPRAVCICH

Antimikrobidlni latky jsou nedilnou a naprosto nezbytnou soucasti kosmetickych ptiprav-
ka. Obvykle se pouzivaji vice slozkové konzervacni systémy. Optimalni kombinaci Ize
docilit efektivnéjsiho ucinku a také snizit riziko pifipadnych toxickych reakci. Dnesni vy-
robci mohou vybirat z bohaté Skaly antimikrobialnich latek liSici se chemickou strukturou,
puvodem, ucinkem i zptisobem pouziti. V kosmetickych prostiedcich se tyto latky nepouzi-
vaji vyhradné pro ucely konzervace. Nékteré diky svym specifickym vlastnostem mohou tvofit
aktivni slozky deodorantdi, Sampond proti luplim, pletovych vod pro problematickou plet
s akné, pripravka k péci o zuby a k ustni hygien¢, pfipravki k myti ¢i dezinfekci rukou atd.

[13,s. 169 - 170], [30, s. 213 - 215]

V zésadé Ize konzervacni latky rozdélit na dveé skupiny podle ptivodu, a to na syntetické
a prirodni. Latky syntetického ptivodu jsou v kosmetice povoleny s ur€itymi omezenimi
apro jednotlivé znich plati legislativou dané davkovani. Povoleno je nyni pfiblizné
60 chemickych latek, z toho méné nez 20 se t¢si vysoké frekvenci pouzivani. Konzervacni
latky syntetického piivodu jsou prozatim pouzivany vice, avSak zajem o latky pfirodni
v poslednich letech stoupa. Jednd se zejména o rostlinné extrakty (napf. extrakt
z rozmarynu, levandule, grapefruitovych semen apod.) a esencidlni oleje (napt. Tea Tree
oil, hiebickovy olej, levandulovy olej, tymianovy olej, rozmarynovy olej aj.). Vyrobku tyto
suroviny dodavaji predev§im charakteristickou vini, zna¢nou nevyhodou je jejich vysoka

cena. [2,s. 85], [13,s. 170], [42, s. 232]

Zvlastni skupinou antimikrobidlnich latek se staly parcidlni estery glycerolu s vys§imi
mastnymi kyselinami (monoacylglyceroly, MAG), na jejichz antimikrobidlni aktivitu byla
provedena jiz cela fada studii a které nabizi efektivni feSeni z pohledu bezpecnosti, ucin-

nosti, chemické stability, biologické kompatibility a také dostupnosti. [43, s. 1106]
Vzhledem kzaméfeni prace na monoacylglyceroly jako antimikrobidlni piisady
v kosmetickych piipravcich jim bude vénovana nésledujici kapitola.

4.1 Organické kyseliny

Mezi nejznaméjsi a nejpouzivangjsi organické kyseliny patii kyselina benzoova a jeji sod-
na sul, kyselina sorbova a jeji draselna siil, kyselina dehydrooctova a jeji sodna stil. Obec-

né jsou organické kyseliny uc¢inné pouze v kyselém prostiedi, protoze pouze protonované
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formy mohou prochazet pres bunéénou membranu. Obvykle jsou ucinné pouze ve formu-
lacich s pH niz§im nez 5. Hypotéza o jejich plisobeni je takova, ze piechazeji do méné
kyselé cytoplazmy buiiky, kde se disociuji, uvolni proton, a tim snizi intracelularni pH.
Proces aktivniho transportu, ktery se snazi udrzet protonovy gradient, proto musi Cerpat
dalsi protony ven z buiiky a zachovat urcitou energetickou uc¢innost. Vzhledem k tomu,
Ze je transport pres bunéénou membranu energeticky narocny proces, buiiky v podstaté
pomalu vyhladovi k smrti. Dal§im obecnym znakem je slaby ucinek na plisné. [26, s. 169],

[38]

4.1.1 Kyselina benzoova (INCI: Benzoic acid)

Benzoic
Acid

Obr. 1. Kyselina benzoova [13, s. 231].

Kyselina benzoova a jeji sodna stl se pouziva jako konzervac¢ni latka nejen v kosmetice,
ale 1 v potravinafstvi, tabdkovém a farmaceutickém primyslu. Bakteriostaticky a fungicid-
né pusobi v koncentracich 5 — 12 %. [44] V kosmetickych piipravcich se nejcastéji pouziva
v 0,1 %. Nejvyssi koncentrace pro ptipravky, které se oplachuji (rinse-of) s vyjimkou pfi-
pravkll pro ustni hygienu je 2,5 % (jako kyselina) v pfipravku pfipraveném k pouziti.
Pro ptipravky ustni hygieny je nejvyssi koncentrace 1,7 % (jako kyselina) a pro piipravky,
které se neoplachuji (leave-on) 0,5 % /jako kyselina). [1, s. 192] Uginnost ztraci
v neutrdlnim nebo alkalickém prostfedi a v pfitomnosti proteinii a glycerolu. Neslucitelna
je sneionogennimi a kvarternimi slouc¢eninami. Je stabilni pfi nizkém pH, optimalni
pH2az 5. Vykazuje vysSi antimikrobidlni aktivitu na grampozitivni bakterie, nez
na gramnegativni bakterie. [13, s. 231] V zevnich externech byva Casto kombinovana
s kyselinou salicylovou. Kyselina benzoova je snadno rozpustna v 95% etanolu a eteru,
rozpustna v horké vod¢, malo rozpustna v chloroformu, acetonu a benzenu. Sodna sul ky-
seliny benzoové je dobfe rozpustna ve vod¢, v etanolu a v glycerolu, z tohoto divodu byva

pouzivana Castéji. [13, s. 231], [45, s. 3], [44], [46, s. 107]
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4.1.2 Kyselina sorbova (INCI: Sorbic acid)

Sorbic Acid

Obr. 2. Kyselina sorbova
[13, 5. 277].

Kyselina sorbova nebo-li hexa-2,4-dienova kyselina ma fungicidni ucinek, inhibuje rist
plisni a kvasinek (MIC Candida albigans 25 — 50 ng/ml). [13, s. 277], [44] Kyselina sorbo-
va a jeji soli inhibuji rizné bakterie v riznych fazich zivotniho cyklu. Tato schopnost mize byt
zodpoveédna za jeji Siroké spektrum ucinku. Inhibice rastu bakterii pomoci kyseliny sorbové
muZe mit za nasledek pozménéni bunéénych membran, inhibici transportu latek a inaktivaci
klicovych enzymt. [47, s. 1] Pasobi pfedevsim v kyselém prosttedi (optimalni pH 4,5), nad
pH 6 ztraci uc¢inek. Inkompatibilita vzniké s neionogennimi slou¢eninami. V kosmetickych
piipravcich maximalni ptipustna koncentrace stanovena na 0,6 % (jako kyselina). Je snad-
no rozpustna v etanolu a v eteru, dale v horké vodé, v tucich a olejich. Ve spojeni s dalSimi
antimikrobidlnimi latkami nebo glykoly se uplatiiuje synergicky efekt. [1, s. 193],
[13,s.277], [44]

4.2 Parabeny (INCI: Parabens)

OH
Parabens

Obr. 3. Parabeny [13, s. 261].

Parabeny jsou alkylestery p-hydroxybenzoové kyseliny. Parabeny a jejich soli se fadi mezi

chemické konzervanty pouzivanych v kosmetice, potravinafstvi a farmacii. Nejsou silnymi
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senzibilizatory, jsou bezbarvé, bez zapachu, stabilni a efektivni v Sirokém rozmezi pH,
se Sirokym spektrem antibakterialni aktivity, s nizkou toxicitou, ekonomickou vyhodné.
Optimalni ucinnosti dosahuji v rozmezi pH 3 — 9,5. Antimikrobidlni aktivita roste s délkou
alkylového fetézce. Zaroven s prodluzujicim fetézcem klesd jejich rozpustnost ve vodé
a zvySuje rozpustnost v tucich. [32, s. 329], [44], [48, s. 84 — 85] Slabsi antimikrobidlni
aktivitu vykazuji proti gramnegativnim bakteriim [38] Jsou kompatibilni s aniontovymi
a kationovymi emulzemi a proteiny. Naopak Spatné¢ se snasi s metylcelulézou, polyvinyl-
pyrrolidonem. [13, s. 261] Jsou soucasti mnoha kosmetickych vyrobkl napf. Sampont,
mydel, sprchovych geltl, té¢lovych emulzi a krému, deodoranti a antiperspirantti. Parabeny
jsou povazovany za prakticky netoxické latky, ptesto kazdodenni pouzivani rizné kosme-
tiky s jejich obsahem mitize predstavovat urcité riziko rozvoje alergii ¢i jinych zdravotnich
problémt. Navzdory tomu stale patii k nejpouzivanéj§im konzervacnim latkdm v kosme-
tickych ptipravcich. Maximalni ptipustné mnozstvi je 0,4 % (jako kyselina) pro jeden ester
a 0,8 % (jako kyselina) pro smési esterd. [1, s. 194], [32, s. 329], [44],
[48, s. 84 — 85]

Methylparaben je nejbéznéjsi z rliznych forem parabenti. Methyl-, ethyl-, propyl- i butylpa-
raben se dobfe rozpousti v metanolu, v etanolu, v acetonu, v propylengylkolu, v eteru,
v chloroformu a roztocich alkalickych hydroxidi. Naopak nejsou dobte rozpustny ve vo-
dé. Nejcasteji se pouzivaji v zubnich pastich a ustnich vodach, mydlech, Samponech, vla-
sovych vodach a gelech, holicich pénach, deodorantech, opalovacich krémech, lotionech,
pletovych mlécich, make-upech a rténkach. Metylparaben je vice rozpustny ve vode¢,
ale mén¢ ucinny proti plisnim nez propylparaben. [32, s. 329], [26, s. 329], [44] Furr a Rus-
sel [49] studovali uCinky parabent na rlist a membranovou propustnost Serratia mar-
cescens. Métili zmény v propustnosti membrany poklesem optické hustoty a tniku pentdz
z bungk. Unik byl vy3§i po vystaveni propyl- nebo butylparabeni oproti methyl- nebo
ethylparabentim. Zaroven se ukazalo, Ze buniky jsou schopny prezit urcity stupen poskoze-
ni membrany a ztraty intracelularnich komponent. Alwood (1973) uvadi, ze neiontové po-
vrchové aktivni latky v nizkych koncentracich mohou mit s parabeny synergicky ucinek,
kdezto vysoké koncentrace naopak inhibuji konzervacni G¢innost. Close a Neilson (1976)
identifikovali na propylparaben rezistentni kmen Pseudomonas cepacia s esterdzami
schopnymi hydrolyzovat propylparaben a vyuzivat metabolity jako zdroj uhliku. [50, s. 29]
Podle Davidsona a Branena spadaji parabeny dle mechanizmu uG¢inku do prvni kategorie

tedy latky poskozujici propustnost membrany buriky. [26, s. 166]
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4.3 Alkoholy (INCI: Alcohols)

Nékteré alkoholy jsou uzite¢né jako antimikrobidlni pfisady v kosmetickych prostiedcich.
V potravinaiském a farmaceutickém primyslu je z alkohold nejvice vyuzivan etanol. Pou-
ziti etanolu jako konzervacniho Cinidla vyzaduje vysoké koncentrace, Casto vySs$i nez
4 % z celkové hmotnosti produktu, aby bylo =zabranéno ristu bakterii a plisni.
V koncentraci etanolu vyssi nez 20 % je vyrobek povazovan za zcela sterilni. Dal§im zna-
mym alkoholovym konzerva¢nim ¢inidlem je propylenglykol, ktery je vyznamny piede-
v§im kvili synergickému ptisobeni v kombinaci s parabeny. Propylenglykol je u¢inny opét
ve vysSich koncentracich. Nejrozsifenéj$imi a nejpouzivanéj$imi alkoholy v kosmetickych
prostedcich jsou fenoxyetanol s benzyl alkohol. Mechanizmus tc¢inku alkoholid muze pro-
bihat dvéma zpiisoby, porusenim propustnosti bunééné membrany nebo inaktivaci zaklad-

nich bunéénych enzymd. [26, s. 167]
4.3.1 Benzyl alkohol (INCI: Benzyl alkohol)

(?H

H,C

Benzyl
Alcohol

Obr. 4. Benzyl alkohol
[13,s.232].

Benzyl alkohol je ¢ird, bezbarva az nazloutld, svétlo lamajici olejovita tekutina, vyjimecné
pevna latka. V kosmetickych prosttedcich mize byt vyuzivan nejen jako konzervacni Cini-
dlo, ale také jako rozpoustédlo pro rizné latky, napt. pro vonné latky, zelatinu, kasein, ce-
lulézoacetat, Selak aj. [44] Nejvyssi ucinek vykazuje proti grampozitivnim bakteriim.
Uginny je i proti gramnegativnim bakteriim a kvasinkam, ale je malo tu&inny proti houbam.
Optimalniho uc¢inku dosahuje v prostfedi s pH nad 5. Plsobenim UV zafeni pomalu oxi-
duje na benzaldehyd. Je inaktivovan neionogennimi ¢inidly (napt. Tween 80) a fedénim.
[13, s. 232 — 233] Benzyl alkohol je dobie rozpustny ve vodé, misitelny s etanolem, chlo-

roformem, eterem, mastnymi oleji a se silicemi. Zvlastni vlastnosti je, Ze miize byt pfici-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

nou pigmentaci na tvari. Nejvyssi povolend koncentrace v kosmetice je 1,0 %. [1,s. 197],

[44]

4.3.2 Fenoxyetanol (INCI: Phenoxyethanol)

O

HQC“‘*CHQ
OH

2—Phenoxyethanol

Obr. 5. Fenoxyetanol [113, s. 263].

Fenoxyetanol se pouziva jako konzervacni, dezinfekéni a antiseptickd latka zejména
v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Je soucasti fady smésnych konzervacnich
latek (napt. Euxyl® K 400). Muze byt pfitomen napi. v pletovych vodach, maskach, kré-
mech, krémech na opalovani, Samponech a balzamech na vlasy, make-upech, deodorantech
aj. Dal$im uplatnénim v kosmetickém primyslu je jako fixacni ¢inidlo pro parfémy. [44]
Je ucinny v Sirokém rozmezi pH, je vysoce stabilni a kompatibilni s aniontovymi a katio-
novymi detergenty. V pfitomnosti neionogennich sloucenin nebo fedénim dochazi k jeho
inaktivaci. Casto se kombinuje s parabeny, kyselinou dehydrooctvou, nebo kyselinou sor-
bovou. S propylenglykolem usnadtiuje rozpustnost ve vodé. Snadno se rozpousti v etanolu,
eteru a v roztoku hydroxidu sodného. Je rozpustny i ve vodé a v nékterych rostlinnych ole-
jich. [113, s. 232 — 233] Misi se s acetonem, etanolem a glycerinem. Maximalni povolena

koncentrace v kosmetickych piipravcich je 1,0 %. [1, s. 197]

4.4 Donory formaldehydu

Donory formaldehydu jsou latky uvolniujici formaldehyd. Do skupiny donort formaldehy-
du Ize zahrnout DMDM hydantoin, diazodinyl ureu, imidazolidinyl ureu, Quaternium 15
také bronopol. Jednd se o skupinu latek velmi u¢innou proti bakteriim, ale méné proti
plisnim a kvasinkam. Veskery uvolnény formaldehyd se konvertuje na methylenglykol.
Konecné vyrobky obsahujici formaldehyd nebo latky, z nichz se uvoliiuje formaldehyd,
musi byt oznaceny upozornénim ,, obsahuje formaldehyd* jestlize koncentrace formalde-
hydu v kone¢ném vyrobku ptekro¢i 0,05 %. [51] Formaldehyd sam o sobé ma dlouhou

historii pouzivani jako antimikrobialni pfisady. Dnes se jiz v kosmetickych prostiedcich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

vyskytuje ziidka. [26, s. 171], [30, s. 215], [41, s. 126], Je zakazano pouzivat formaldehyd
v rozprasovacich aerosolu (sprejich). [1, s. 193] Mechanizmus uc¢inku spoc¢iva v denaturaci
proteint piisobenim formaldehydu, ktery reaguje s aminokyselinami bunééné stény, mem-
brany i cytoplasmy. [13, s. 252] Maximalni povolené¢ mnozstvi pro ptipravky ustni hygieny

je 0,1 % (jako volny formaldehyd), pro ostatni 0,2 %. [1, s. 193]

4.4.1 Diazolidinyl urea (INCI: Diazolidinyl urea)

;) /.—-OH

O\/H o

Diazolidinyl
Urea

Obr. 6. Diazolidinyl urea [13, s. 243].

Diazolidinyl urea je bila pevna latka ve form¢ jemného prasku, bez zapachu. Ma Siro-
kospektré antimikrobni ucinky. Je rozpustnd ve vod¢, propylenglykolu a glycerinu.
Je kompatibilni s ionickymi, neionickymi slouceninami a proteiny. V kosmetickych vyrob-
cich se nejCastéji nachazi v Samponech, gelech na vlasy, kondicionérech, ptipravcich
k Cisténi pokozky, v deodorantech a mnohych dalSich. Nejvyssi povolena koncentrace

v kosmetickych vyrobcich je 0,5 %. [1, s. 198], [13, s. 243 — 244], [44]

4.4.2 Imidazolidinyl urea (INCI: Imidazolidinyl urea)

Y:[ N—C—N Nj\;\ﬁf

Imldazolldlnyl Urea

Obr. 7. Imidazolidinyl urea [13, 5. 255].

Imidazolidinyl urea je bild pevna latka ve form¢ jemného prasku, bez zépachu. Ma dobré
antimikrobni u¢inky proti grampozitivni i gramnegativnim bakteriim, ale velmi $patné pu-
sobi na kvasinky a plisné, proto se doporucuji kombinace s parabeny nebo jinymi fungi-

cidnimi piipravky. Po parabenech patii k nejcastéji pouzivanym konzervacnim latkadm.
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Snadno se rozpousti ve vod¢, v etanolu a olejich. Nejcastéji se nachazi v pripravcich pro
péci o vlasy, deodorantech, télovych mlécich a emulzich. Maximélni povolené mnozstvi

v kosmetickém piipravku je 0,6 %. [1, s. 196], [13, s. 255 — 256], [44]

4.4.3 DMDM Hydantoin (INCI: DMDM hydantoin)
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Obr. 8. DMDM Hydantoin [13, s. 246].
DMDM hydantoin je ¢iry roztok mirn¢ zapachajici po formaldehydu. M4 Siroké spektrum
ucinku predevsim proti bakteriim. Ve vyrobcich, které vyzaduji ochranu proti kvasinkam
a plisnim se pouziva v kombinaci s parabeny ¢i jinymi fungicidnimi latkami (napf. anion-
tové povrchové aktivni latky, Kathon CG, nebo formaldehyd). Pasobi v rozmezi
pH 3,5 -10,0. Obsahuje volny formaldehyd a asi 17 % vazaného formaldehydu. Nepatii
mezi Casto pouzivané antimikrobialni piisady, pfesto jej lze nalézt v mnoha riiznych vy-
robcich, nejcastéji v Samponech a vlasovych kondicionérech, v krémech pro oSetfovani

ktize a make-upech. Maximalni povolené mnozstvi v kosmetickych ptipravcich je 0,6 %.

[1,s.197],[13,s. 246 — 247], [44]
4.4.4 Bronopol (INCI: 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol)

HO  Br
\
CH, — CH,
\
Ny  OH

- N A

0 O

Bromo Nitropropane Diol

Obr. 9. Bronopol [13, s. 246].

Jedna se o bily krystalicky prasek, slabého zapachu, stabilni pfi nizkém pH. Optimalniho
ucinku dosahuje v hodnotach pH 5,0 — 7,0. [13, s. 235 — 236] Bronopol spolu s 5-brom-5-
nitro-1,3-dioxanem (Bronidox) patti do bromonitro sloucenin. Ma Sirokospektry antibakte-
ridlni ucinek jiz pii nizkych koncentracich. Antimikrobidlni aktivita spoc¢iva ve skupiné

Br-C-NO;. Dostupné studie naznauji, Ze bromonitro slouceniny reaguji se zakladnimi
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bunénymi enzymy, spadaji tak do druhé kategorie mechanizmu uc¢inku podle Davidson
a Branen. [26,s. 171 — 172)] Snadno se rozpousti ve vod¢, etanolu a octanu ethylnatém.
Spatnou rozpustnost vykazuje v chloroformu, acetonu, éteru a benzenu. V kosmetickych
vyrobcich se nejcastéji vyskytuje ve vlasové a dekorativni kosmetice, krémech na ruce
a oblicej a pletovych vodach. Maximalni pfipustnd koncentrace v kosmetice je 0,1 %.

[1,s.196],[13,s.235—236], [44]
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5 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcidlni estery trojsytného alkoholu glycerolu s vys$simi
mastnymi kyselinami. Vznikaji substituci jednoho vodiku hydroxylové skupiny glycerolu
zbytkem mastné kyseliny (acylem). Mohou se tedy vyskytovat ve dvou izomernich for-
mach, 1-monoacylglyceroly a 2-monoacylglyceroly. Diky svym jedineCnym vlastnostem
se monoacylglyceroly v soucasnosti stavaji pfedmétem fady studii, zejména kviili antimik-

robidlnimu a emulga¢nimu ucinku. [43, s. 1106], [52], [53, s. 42]

CH,00CR CH-OH

| |
HO=C ~—H RCOO™C —H

CHoOH CH-OH

sn-1-monoacyghlycerol  sn-2-monoacylglycerol

Obr. 10. Struktura molekuly monoacyglycerolii [52].

5.1 Vlastnosti monoacylglyceroli

Fyzikalni a chemické vlastnosti uruje zejména typ a poloha mastné kyseliny vazané na
glycerol. Na zaklad¢ typu mastné kyseliny mohou byt MAG kapalné nebo pevné. Kapalné
MAG maji olejovitou konzistenci, svétle slamové az hnédé barvy. Pevné MAG se vyskytu-
ji ve formé bilého prasku, vlo¢ek nebo malych kulicek. Monoacylglyceroly jsou neroz-
pustné ve vodég, ale mohou tvofit stabilni hydratované disperze. Monoacylglyceroly maji
vy$si bod tani nez prislusna mastna kyselina. Bod tani se zvysuje se zvySujicim se poctem
atomt uhlikli v molekule mastné kyseliny. Niz§i bod tani maji MAG s nenasycenymi
mastnymi kyselinami. Molekuly MAG maji amfifilni charakter, tvofi ji polarni (hydrofilni)
a nepolarni (lipofilni) ¢ast. Diky tomu jsou Casto vyuzivany jako neiontové povrchove ak-

tivni latky a emulgatory. [43, s. 1106 — 1107], [53, s. 42 — 43], [54]

V lidském organizmu vznikaji monoacylglyceroly jako pfirozeny produkt lipazou kataly-
zované hydrolyzy tukli. Bézné se vyskytuji v zivo¢isSnych produktech, napt. v mléce.
Obecné jsou tedy povazovany za bezpecné, bez drazdivych uc¢inki a mohou byt pouzity

s velkou divérou v potravinach i1 kosmetickych ptipravcich. [55, s. 52]

Monoacylglyceroly lze vyrobit né€kolika zpisoby: parcidlni hydrolyzou triacylglycerold,

interesterifikaci (alkoholyzou, acidolyzou, transesterifikaci), esterifikaci vyssi mastné ky-
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seliny s glycerolem nebo adici mastné kyseliny na glycidol (oxiran-2-yl-metanol).

[55, s. 52], [53, s. 42 — 43], [54]

V praktické casti prace budou pouzivany MAG vyrobené adici mastné kyseliny na glyci-
dol. Syntéza MAG timto zptisobem je uskutecnéna prosttednictvim nukleofilniho otevieni
epoxidového kruhu glycidolu. Reakce miize byt katalyzovéana fadou katalyzatort, napf.
tercialnimi aminy, amoniovymi solemi s mediatory na bazi komplext tranzitnich kovi
(napt. chrom, kobalt, titan, vanad). Mnozstvi katalyzatoru je dano druhem epoxidu. Vyho-
dy takovéto syntézy jsou pomérné mirné reakéni podminky a kratké reakéni doba. Naopak
nevyhodu téchto postupl predstavuje relativné nizky vytézek. Pomérné vysoké vytéznosti
1ze dosdhnout pouzitim chromitych katalyzatorti, zejména chromium (III) acetat hydroxidu

(Janig a kol. 2006). [56, s. 200 — 206], [57, s. 351]

5.2 Antimikrobialni u¢inky monoacyglycerolu

Antimikrobidlni u¢inky volnych mastnych kyselin jsou jiz dlouhou dobu zndmy a jsou
dobie prostudované. Nyn¢jsi studie se zamétujici na antimikrobni uinky acylglycerold.
Ackoliv byla provedena cela fada studii, pfesny mechanizmus G¢inku neni doposud zndm.
Vzhledem k povaze mastnych kyselin i monoacylglycerold, jakozto lipofilnich latek,
je primdrnim cilem jejich ataku cytoplazmatickd membrana. Bylo navrzeno n¢kolik hypo-
téz. Jedna z nich se zaklad4 na poruSeni bunééné membrany a tim inhibici transportu ami-
nokyselin do buiiky. Dalsi z hypotéz vychéazi z priniku mastnych kyselin s kratkym
az stfedn¢ dlouhym fetézcem do buiiky v nedisociované formé a jejich disociace uvnitf,
coz ma za nasledek sniZeni vnitrobunééného pH, a to mize vést k inaktivaci intracelular-
nich enzymii. Obecné je zndmo, Ze mastné kyseliny a monoacylglyceroly ucinkuji pro-
stiednictvim nékolika nespecifickych mechanizmi t¢inkt. Z tohoto diivodu se také nevy-

viji rezistence mikroorganizmu k témto slou¢eninam. [54], [58, s. 346], [59, s. 29 — 30]

Obecné plati, Ze mastné kyseliny a jejich monoacylglyceroly jsou schopny potlacit rust
Sirokého spektra mikroorganizmu. Plsobi inhibi¢né na grampozitivni bakterie, kvasinky
[60] a plisné [61], [62]. Inhibi¢ni aktivita proti gramnegativnim bakteriim je nizka. Za urci-
tych podminek mohou mastné kyseliny a monoacylglyceroly inhibovat i spory [63] a zaji-
mava je i aktivita nékterych MAG vzhledem k obalenym virtim, napf. herpes simplex virus
[64]. Bylo zjisténo, Ze monoacylglyceroly jsou G¢innéjsi nez odpovidajici mastné kyseliny.
Biocidni u¢innost monoacylglyceroll se fidi charakterem mastné kyseliny. Mastné kyseli-

ny se stfedné dlouhym fetézcem vykazuji vyssi aktivitu ve srovnani s mastnymi kyselinami
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s dlouhym fetézcem. Kromé poctu atomt uhlikli v fetézci mastné kyseliny zavisi antimik-
robialni aktivita rovnéz na poctu dvojnych vazeb. Kyselina laurova (C12:0) a kyselina
palmitoolejova (C16:1) byly oznaceny jako nejucinnéjs$i nasycené a nenasycené derivaty.
[43,s. 1106 — 1107], [58, s. 346], [59, s. 29 — 30] Kabara a kol. [65] testovali antimikrobi-
alni aktivitu mastnych kyselin a jejich derivatl, kde potvrdili nejvyssi bakteriostaticky uci-
nek u kyseliny laurové. Také zjistili, ze pfiddnim dvojné vazby doslo ke zvySeni bakterio-
statického ucinku vSech testovanych mastnych kyselin (C14:0, C16:0, C18:0) a Ze zalezi
na poloze dvojné vazby, protoze trans izomery nebyly aktivni. Zaznamenali také zvySenou
antimikrobialni aktivitu mastnych kyselin s dvéma dvojnymi vazbami, se tfemi dvojnymi
vazbami naopak aktivita poklesla. Dale potvrdili, Zze monoacyglyceroli kyseliny laurové
je ucinnéjsi nez piislusnd kyselina. Petschow a kol. [66] sledovali vliv dvojné vazby
v fetézci mastné kyseliny na antimikrobidlni aktivitu. Zjistili, Ze zatim co antibakteridlni
aktivita nenasyceného MAG na bazi kyseliny dodecenové (MAGc,.;) je nékolikanasobné
niz8i ve srovnani s aktivitou nasyceného MAG kyseliny laurové (MAGci2.,), aktivita nena-
syceného MAG piipravenc¢ho z kyseliny undecenové (MAGc;.1) vykazoval vyssi aktivitu
nez nasyceny MAG kyseliny undekanové (MAGci1.). Proto je dilezité posuzovat antimik-
robialni aktivitu mastnych kyselin a jejich esterti jednotlivé pro kazdou z nich. Mastné ky-
seliny s lichym poctem atomt uhliku v molekule nejsou v ptfirodé bézné, proto nejsou
pfedmétem diskuzi v mnoha odbornych publikacich. Kyselinu undekanovou (C11:0) lze
v malych mnozstvich (1,2 %) nalézt naptiklad v rostlin¢ Rheum palmatum a kyselina un-
decenova (C11:1) se vyskytuje v lidském potu. Antimikrobidlni a zejména antifungélni
ucinek kyseliny undecenové je obecné znamy, proto nasla své uplatnéni predev§im ve far-
maceutickém a kosmetickém primyslu. V kosmetice se nachazi hlavné v Samponech proti
luptim, antimikrobidlnich prascich a jako pizmo v parfémech. [43, s. 1106 — 1107], [54],
[58,s. 346], [59,s. 29 —30]

Inhibicni piisobeni MAG miize byt ovlivnéno nékterymi latkami, jako naptiklad Skrob,
fosfolipidy, albumin, cholesterol. Tyto latky mohou reagovat s molekulami MAG a tim
snizit jejich uUcinek proti nezadoucim mikroorganizmim. [59,s.30] Inhibi¢ni aktivita
MAG muze byt podpoiena kombinaci s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA)
[67,s. 420], s nizkym pH, s vysokou koncentraci NaCl [68, s. 102], se zvySenou teplotou

¢1 okyselenim pomoci kyseliny citronové [69, s. 7].
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5.2.1 Antimikrobialni pusobeni na bakterie

Antimikrobidlni aktivita MAG vuci bakteriim byla pfedmétem mnoha studii. Studie pou-
kazuji na zvySenou odolnost bakterii s bunécnou sténou gramnegativniho typu, proto se
pfevazna Cast zaméfuje zejména na inhibici grampozitivnich bakterii. Diivodem zvySené
odolnosti gramnegativnich bakterii je rozdil ve stavbé bunécné stény a ptitomnost vnéjsi
membrany v jejich sténé. Podle Bergssona a kol. [70, s. 261] byl pozorovan inhibi¢ni Uci-
nek pouze u bakterii, které maji jasn¢ definované Zivotni podminky, a které vykazuji rela-

tivn€ nizkou odolnost proti nepiiznivym vliviim prostiedi.

Mezi nejstudovanéj$i MAG patii ty odvozené od kyseliny kaprinové (MAGcio) a od ky-
seliny laurové (MAGciz0). Antimikrobni uinky byly testovany Ruzickou a kol.
[60, s. 3301, jejich vysledky ukazaly, Ze minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) monokap-
rinu byla v rozmezi 100 — 250 mg/l. Pficemz MIC pro grampozitivni bakterii Staphylo-
coccus aureus byla 150 mg/l a pro Bacillus subtilis 100 mg/l. Z gramnegativnich bakterii
se podarilo prokazat inhibi¢ni uc¢inek monokaprinu na Klebsiella pneumoniae a Acineto-
bacter Iwoffii, jejichz MIC byla stanovena na 100 mg/l. Nékteré bakterie nebyly timto
MAG inhibovany, a to n¢které gramnegativni bakterie. Buiikkova a kol. [59,s. 37 — 38§]
ve své studii prokazali vyznamné sniZeni ristu gramnegativnich bakterii, konkrétné Esche-
richia coli, Salmonella enteritidis a Citrobacter freundii v ptitomnosti MAGco.,
MAGci1:0, MAGeci1:1, MAGe12:0, MAGcia:0 @ MAGgie0 v koncentracich > 1000 mg/1. Na-
proti tomu Ruzicka a kol. [60, s. 330] neprokazali zadny uc¢inek MAGc9.02a MAGc)2:0 pro-

ti E. coli a P. aeruginosa.

Minimalni inhibi¢ni koncentraci monolaurinu stanovili Ruazicka a kol. [60, s. 330]
tili pro Bacillus subtilis 20 mg/l. Vyznamného sniZzeni rustu testovanych gramnegativnich
bakterii bylo dosazeno v koncentraci > 500 mg/l. Lee a kol, [71, s. 2195] a Preuss a kol.
[72, s. 32 — 33] zjistili MIC pro B. cereus a B. anthracis v rozmezi 25 — 75 mg/l. Dale zjis-
tili Mansour a kol. [63,s.315], Ze monolaurin mtiize zabrdnit nejen rustu Bacillus,
ale v kombinaci s nisinem 1 kli¢eni spor. Pro Staphylococcus aureus stanovili Preuss a kol.
[72, s. 32] minimalni inhibi¢ni koncentraci na 63 mg/l, kterd je vyssi, nez kterou stanovili

Ruzicka a kol. [167, s. 330], kteti stanovili MIC pro S. aureus na 35 mg/l.

Antimikrobidlni aktivitu monoacylglycerolu s lichym poctem atomt uhlikl, konkrétné

MAGci10 2a MAGc)1:1 zkoumala Dolezalova a kol. [43] Ve své studii prokazali bakteriosta-
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ticky ucinek MAG C 11:0 proti S. aureus pii relativné nizkych koncentracich, a to 70 mg/1.
Sporulujici B. cereus byl vici ptisobeni MAGgi.0 odoIn€j$i. Minimalni inhibi¢ni koncent-
race nenasycen¢ho MAGg ., proti S. aureus byla ve srovnani s nasycenym analogem dva-
krat vyssi (140 mg/l). Oproti tomu B. cereus byl citlivéjsi na nenasyceny analog. Dale
se jim podafilo prokézat zpomaleni ristu vSech testovanych gramnegativnich bakterii pl-
sobenim MAGc,0. Minimdlni inhibi¢ni koncentraci bylo mozno zjistit pouze u E. coli. P.

aeruginosa byla nejodolnéjsi ze vSech testovanych gramnegativnich bakterii.

Podle inhibi¢nich G¢inkl na grampozitivni bakterie mohou byt MAG podle Buiikové a kol.
[59,s.38] sefazeny od nejniz§i minimalni inhibi¢ni koncentrace nésledovné:

MAGci2:0> MAGci1.0 > MAGci0.0 > MAGci4:0 > MAGci1:1 > MAGcis.0 > MAGcie.

5.3 Kozni reakce na antimikrobialni prisady

Nékteré kosmetické ptipravky, hlavné krémy, emulze, vlasové vody a mydla plsobi
na kizi opakované a dlouhodob¢, absorbuji se tak na kozni povrch a mohou pronikat
k reakénim vrstvam klze. Muze bud'to vzniknout kontaktni alergicka reakce vznikajici
na podkladé vrozeného sklonu nepiimérené reagovat na danou latku, alergen. Tato latka
musi proniknout epidermdlni bariérou, a u disponovaného jedince se vaze na proteiny der-
mis a v nékterych pfipadech davd vzniku antigenu. Za normalnich okolnosti by byla
z koria resorbovédna a nasledn¢ vyloucena. Alergie se projevuje zarudnutim, svédénim,
Supinaténim a popraskanim ktize, ktize je otekld a mohou se na ni tvotit puchyte naplnéné
tekutinou. Zanét se nemusi nutné objevit jen v misté plisobeni alergenu. To je typické na-
ptiklad u lakd na nehty, kdy se ¢loveék nalakovanymi nehty dotyka obliceje, ocnich vicek,
kde se nasledné miize poprvé objevit nezadouci reakce. Vznik kontaktni alergie neni tedy
podminén pouze piitomnosti alergenu, ale i zptisobem pusobeni, koncentraci a frekvenci

kontaktu této latky s kazi. [2, s. 66], [73, s. 164], [74, s. 64]

Dr. Kalensky zduraziuje nutnost odlisit kontaktni alergii od nejriznéjSich druhti intoleran-
ce (nesnasenlivosti). Intolerance riznych kosmetickych ptipravka se vyskytuje velmi ¢asto
a pfevazna vétSina téchto nesnasenlivosti nema ptic¢inu v alergii. Nejcastéji se projevuje
v disledku nevhodné zvoleného ptipravku pro dany charakter pleti, ¢i nevhodny zptsob
aplikace, alkalizace mydlem a mnohych dalSich podnéta. Iritacni dermatitida se projevuje
pfechodnym zacervenanim a palivosti, které odeznivaji béhem nékolika hodin po odstra-
néni piipravku. Drazdivé na kazi plisobi zejména kyselina salicylova, kyselina glykolova,

retinol, benzoyl peroxid, kyselina mlécn4, resorcinol. Nejcastéji se kontaktni alergie a ne-
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snaSenlivost zjisStuje na konzervacni latky, rostlinné vytazky, emulgatory, parfemace, bar-

viva a mast'ové zaklady. [2, s. 66], [73, s. 164]

Nejvice diskutované latky z antimikrobidlnich pfisad jsou v poslednich letech parabeny.
Ptrestoze jsou povazovany za prakticky netoxické latky, kazdodennim pouzivanim kosme-
tiky sjejich obsahem muZe predstavovat urcité riziko vzniku alergii. V nedavné dobé
se dokonce objevilo podezieni na souvislost rakoviny prsu s uzivanim deodorantd a anti-
perspirantl s obsahem parabent. [48, s. 84 — 86] V roce 2002 Mirick a kol. [75] provedli
rozsahly vyzkum, ktery sledoval vztah mezi pouzivanim antiperspiranti a deodorantli
s parabeny a rakovinou prsu. Tento vyzkum vSak zadny vztah neprokazal. I pies nartistajici

N3

pocet vyrobki ,,bez parabenti* patii parabeny stdle mezi nejpouzivanéjsi konzervaéni lat-
ky. [48, s. 86] Parabeny jsou pouzivany v piiblizné 33,0 % kosmetickych ptipravkl. Frek-
vence senzibilizace na parabeny je dle literarnich dajt 0,2 — 3,0 %. [33] Bylo zjiSténo, ze
nékteré osoby, u kterych doslo k rozvoji kontaktni alergické dermatitidé po pouziti zevniho
1é¢iva s parabeny, pouzivaji dlouhodobé kosmetiku s obsahem parabent bez jakychkoli
potizi. Vysvétlenim tohoto paradoxu muze byt poruseni bariérové funkce kiize, nebo fakt,

ze v kosmetickych ptipravcich jsou obvykle nizsi koncentrace téchto latek. [26]

Dalsi casto pouzivanou antimikrobidlni pfisadou je naptiklad fenoxyetanol, ktery se vysky-
tuje piiblizné v 23 % kosmetickych ptfipravki, avSak frekvence senzibilizace je pouze oje-
din¢la. U formaldehyd uvoliiyjici konzervaéni latky je moZznost senzibilizace na samotnou
latku, na formaldehyd, na ob¢ latky s moznosti vzajemnych kombinaci. Frekvence senzibi-
lizace se uvadi na 0,8 — 4,9 %, pficemz latky tohoto charakteru se pouzivaji pouze
v 0,3 % kosmetickych ptipravkll.. Vyssi senzibilizaci vykazuji konzervacni latky, jako bro-
nopol, ktery se vyskytuje asi v 6,7 % kosmetickych ptipravkl a frekvence senzibilizace
je 0,2 — 5,3 %, déale Kathon CG pouzivany v 10,8 % KP s frekvenci senzibilizace
0,3 — 4,0 %. Dalsi velmi zndmou a pomérn¢ ¢asto pouzivanou konzervaéni latkou je kyse-
lina sorbova pouzivana v 7,3 % KP, kterd vykazuje senzibilizaci ptiblizn€¢ u 0,3 — 1,4 %
osob. Podobné vysledky vykazuji i imidazolidinyl urea a diazolidinyl urea, patii tedy mezi
latky s pomérné nizkou frekvenci senzibilizace. [33] Pokud ma jedinec podezieni na aler-
gickou reakci, provadi se epikutani test. Pokud je vysledek testu pozitivni, stanovi lékat
1éc¢bu. Za nejlepsi feSeni se povazuje vyvarovat se kontaktu s alergenem, pokud je obtizné
se dané latce vyhnout, uzivaji se ptislusné léky. [74, s. 65] V piipad¢ intolerance je na mis-
t¢ vyhledat jiny lépe tolerovany piipravek. [2, s. 66] VSechna tato zjisténi vedla

k nahrazovani syntetickych konzervacnich latek nejriiznéjSimi alternativy. Jednou
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z takovych jsou bezpochyby monoacylglyceroly, které, jak jiz bylo vySe zminéno, vznikaji
v lidském organizmu a bézné se vyskytuji v zivociSnych produktech, a proto jsou tedy
bezpecné a nevykazuji drazdivé ucinky. [55, s. 52]

V praktické ¢asti prace budou porovnavany antimikrobidlni ucinky vybranych monoacyl-
glycerolil s parabeny a nékterymi organickymi kyselinami, jako moznost nadhrady syntetic-

kych konzervanti monoacylglyceroly.
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6 CILE PRACE

Cile ptedlozené diplomové prace byly nasledujici:

piipraveni modelovych vzorki pletové vody s riznymi antimikrobnimi latkami
studium antimikrobnich G¢inki vybranych monoacylglycerolti na vybrané druhy
bakterii, ve vzorcich pletovych vod

studium inhibi¢nich G¢ink dvou bézné¢ pouzivanych alkylesterti kyseliny
p-hydroxybenzoové (methylparabenu a propylparabenu) na vybrané druhy bakte-
rif, ve vzorcich pletovych vod

porovnani inhibi¢nich G¢inki monoacylglycerolli a parabenli a zhodnoceni jejich

pouziti ve formulaci pletové vody jako antimikrobidlni piisady.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Material

7.1.1 Mikroorganizmy

Antimikrobidlni u¢inky byly testovany na grampozitivnich a gramnegativnich bakteriich.
Kmeny bakterii byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganizmi. Pro praktickou &ast diplo-

mov¢ prace byly pouZity nasledujici kmeny bakterii:
Escherichia coli CCM 3954
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

7.1.2 Kultiva¢ni média

Kultivace byla provadéna na univerzéalni ptidé umoziujici rist Sirokého spektra bakterii

Nutrient Agar (HiMedia).

SloZeni:

Masovy pepton 5,0 g/l
Hoveézi extrakt 1,5 g/l
Kvasni¢ny extrakt 1,5 g/l
NaCl 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l

Konecné pH (pfi teploté 25°C) 7,4 £ 0,2

Navazka 11,2 g Nutrient Agaru byla rozpusténa v 400 ml destilované vody. Piida byla ste-
rilizovéana v autoklavu pti 121°C po dobu 20 minut a uchovavéana na Petriho miskach pfi

teploté 4 + 2°C nanejvys tyden.
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7.1.3 Redici roztok

Jako fedici roztok byl pouzit pankreaticky natraveny kasein (Casein Enzym Hydrolysate,

HiMedia).

Slozeni:

Casein Enzym Hydrolyzate 02¢g
NaCl 1,7¢g
Destilovana voda 200 ml

Navazky surovin byly rozpustény v 200 ml destilované vody. Takto pfipraveny fedici roz-

tok by sterilizovan v autoklavu pii 121°C po dobu 20 minut.

7.1.4 Antimikrobni latky
Pro praktickou ¢ast diplomové prace byly pouzity ndsledujici amtimikrobni latky:

=  MAG kyseliny kaprinové — monokaprinu (MAG Cjg.), UTTTK, Zlin

= MAG kyseliny undekanové — monoundekanoylglycerol (MAG Ci;.), UTTTK, Zlin
= MAG kyseliny laurové — monolaurin (MAG Cj3,), UTTTK, Zlin

=  Methylparaben, Sigma-Aldrich, Praha

= Propylparaben, Sigma-Aldrich, Praha

Monoacylglyceroly byly pfipraveny adici pfislusné mastné kyseliny (Sigma-Aldrich, Pra-
ha) na glycidol (oxiran—2-yl) za katalyzy chromium (III) acetdit hydroxidu
[Cr3(CH3COO)7](OH)2 (Sigma-Aldrich, Praha) podle Jani§ a kol. [56] vyrobené MAG
byly precistény rekrystalizaci v etanolu a filtraci. Rozpusténim ptislusné navazky MAG

v 96% etanolu byly ziskany zasobni roztoky MAG o koncentraci 10 %.

Zasobni roztoky parabenil o koncentraci 20 % (w/v) byly pfipraveny rozpusténim piislus-

né navazky v 96% etanolu (Sigma-Aldrich, Praha).

Parabeny byly pouzity ve tiech koncentracich, které byly voleny tak aby spliiovaly poza-
davky platné legislativy o kosmetickych pfipravcich a maximalnich povolenych koncent-

racich konzervacnich ptisad. Pouzité koncentrace byly 0,2 %, 0,4 % a 0,8 %.
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7.1.5 Pletova voda

Antimikrobidlni ucinky danych antimikrobialnich latek byly testovany ve vzorcich pletové

vody vyrobené podle ptedlozené receptury.

Zakladni receptura pletové vody:

Tween 40 (Sigma-Aldrich, Praha) 9.0¢g
Spolapon AES (Enaspol a.s., Teplice) 90¢g
Flavol KDA (Enaspol a.s., Teplice) 1,8 g

Destilovana voda 802 g

Slozeni celkem 100 g

Kazda z pouzitych slozek plnila urcitou funkci. Tween 40 je neionicky tenzid chemicky
polyoxyethylensorbitan monopalmitat. Pouzivad se jako neionicky tenzid s charakterem
emulgatoru a stabilizatoru. [76] Spolapon AES je komer¢ni nazev pro Sodium Laureth
Sulfate. Tento anionaktivni tenzid se pouziva jako nejbéznéjsi surovina pro vyrobu my-
cich, cisticich a pracich prostfedkd, produkti osobni hygieny a Cisticich kosmetickych pfi-
pravkli. Vynika zejména stabilni pénou, vyteCnou detergencni, smaceci a emulgacni
schopnosti a snadnym nastavenim pozadované finalni konzistence vyrobku. Pod komerc-
nim nazvem Flavol KDA byl pouzit Cocamidopropylbetain, coz je amfoterni tenzid, pou-
zivany k zesileni pénéni a viskozity, jako smacedlo a antistatické ¢inidlo, ktery je kompati-

bilni se vSemi typy tenzidli. VSechny pouZzité suroviny jsou pokoZkou dobie snaseny [77].

Do kadinky byly navadzeny jednotlivé suroviny a byly promichdny na vysokorychlostnim
mixéru Heidolph RZR 2020 pfi 200 ot./min. Po dokonalém smiseni a vytvofeni homogenni
smesi bylo zméfeno pH. Hodnota pH pletovych vod byla 5,6, coz odpovida fyziologickému
pH kaze (4 — 6). Ze zasobniho roztoku pletové vody bylo odpipetovano po 5 ml do 15 ml plas-
tovych zkumavek. Do jednotlivych zkumavek byly k zékladni receptufe ptfidavany riizné anti-
mikrobidlni latky v nékolika koncentracich. Celkem bylo pouzito pét druhii antimikrobnich
latek ve tfech koncentracich. Souc¢ésti souboru vzorki byly také patticné kontroly. Jako pozi-
tivni kontrola slouzil vzorek pletové vody zaockovany piislusSnym inokulem bakterii bez obsa-
hu antimikrobni latky. Na pozitivni kontrole byl pozorovan riist bakterii neovlivnény antimik-
robni latkou, nybrz samotnou formulaci pletové vody. Jako negativni kontrola pak vzorek ple-

tové vody nezaockovany inokulem s jednotlivymi antimikrobnimi latkami v danych koncent-
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raci, kde se nepredpokladal zadny riist bakterii. VSechny zkumavky byly nalezité¢ popsany,

aby nedoslo k zdméné. Rozpis zkumavek je uveden v ptiloze 1.

7.1.6 Laboratorni sklo a plasty

K provedeni experimentu bylo vyuzito bézného laboratorniho skla a plasti. Laboratorni
sklo bylo sterilizovano ve sterilizatoru, horkym vzduchem pti 160°C po dobu 300 minut,
nebo v autoklavu pii 121°C 20 minut. Laboratorni plasty byly sterilizovany v autoklavu pii

121°C 20 minut.

7.1.7 Dekontaminace pouZzitého materialu

Dekontaminace veskerého pouzitého materidlu (zivné pudy, suspenze bakterii, mikrotit-

racni desticky apod.) byla provadéna v autoklavu pti 131°C po dobu 20 minut.

7.1.8 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy, Kern & Sohn Gmbh, Némecko

Autoklav Varioklav H+P Labortechnik AG, Némecko

Automatické mikropipety BIOHIT

Automatické mikropipety Ependorf

Biologicky bezpecnostni box (Clean Air Techniek) B.V., Holandsko
Biologicky termostat BT 120, Ceska republika

Biologicky termostat Memmert INE 600, Némecko

Denzilametr, EU

Digitalni vahy, OHAUS, Svycarsko

Elektronicky regulovatelna horkovzdu$na susdrna Memmert, Némecko
Microplate reader TECAN

Mikrotitracni desticky

pH metr EUTECH

Pocitadlo kolonii se stativem SCHUTT COUNT PLUS, Némecko
Software Microplate Manager (Bio-Rad)

Vortex Heidolph, REAX top, Némecko

Vysokorychlostni mixér Heidolph RZR 2020
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7.2 Metody

7.2.1 Priprava inokula

Pro provedeni testu se z danych kmenti bakterii pfipravi zdsobni a pracovni kultury. Za-
sobni kultura se pfipravi naoCkovanim ploten (kiizovy roztér) uchovavanym kmenem
a naslednou inkubaci piislusnou dobu pii dané teploté. Po inkubaci se zasobni kultura
uchovava pfi teploté 2 — 8 °C a slouzi k ziskani pracovni kultury. Ze zasobni kultury testo-
vaného mikroorganizmu se piipravi subkultura a z této se ptipravi druhd subkultura. Druha

subkultura tvoii pracovni kulturu a slouzi k ptiprave inokula.

Inokulum bylo pfipraveno suspendovanim izolovanych kolonii bakterii z druhé subkultry
pomoci sterilni klicky otérem o sténu sterilni zkumavky s 4,5 ml fediciho roztoku. Suspen-
ze byla dostate¢né promichdna, aby byla vytvofena homogenni smés. Nasledné se upravila
hodnota zékalu na 1. stupeii McFarlandovy stupnice, coZ odpovida piiblizng 1 x 10°
KTJ/ml (kolonie tvoficich jednotek na mililitr) bakterii. Suspenze se pouzije béhem 2 ho-
din. Z piipraveného inokula bylo odebirdno vzdy po 100 pl do kazdého vzorku pletové
vody. Kazdy vzorek, vyjma vzorku obsahujiciho negativni kontrolu, byl tedy zaockovéan

100 pl bakterialni suspenze.

7.2.2 Zatézovy test ucinnosti konzervace

Zatézovy test spociva v cilené kontaminaci vyrobku mikroorganizmem a sledovani jeho
schopnosti branit kontaminujicim mikroorganizmim v rustu. Jako voditko pro postup pro-
vedeni testu Gi¢innosti konzervace slouzila norma CSN EN ISO 11930. Zkouska je primar-
né urcend pro kosmetické vyrobky rozpustné ve vodé nebo misitelné s vodou. V ptipade
vyrobki obsahujici vodu jako vnitini fazi vyzaduje norma ptizpisobeni. Hodnoceni ¢in-
nosti je zaloZzeno na zaoCkovani vzorku kalibrovanym inokulem, které se pfipravi
z ptislusnych kmenti bakterii. V nasledujicich intervalech v obdobi 28 dnili se zjiStuje
mnozstvi pfezivajicich mikroorganizmu. Po inkubaci jsou na inkubovanych miskéch spoci-

tany kolonie bakterii. [29]

Pro kazdy interval a kazdy kmen se rovnéZ vypocita hodnota logaritmického snizeni. Zis-
kané hodnoty se porovnaji s minimalnimi hodnotami pro hodnoceni kritéria A nebo kritéria
B uvedené uvedenymi v tab. 7. Na zaklad¢ zjiSténi, zda vyhovuji danym kritériim, se po-
moci rozhodovaciho diagramu zhodnoti jejich antimikrobidlni ochrana. Rozhodovaci dia-

gram je uveden v pfiloze II. [29]
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Kritéria predstavujici ochranné schopnosti KP:

e kritérium A — pfipravek je chranén proti pomnoZzeni mikrobt, které muze predsta-
vovat potencialni riziko pro spotiebitele a neni tieba zvazovat dalsi ochranné fakto-
ry.

e kritérium B — trovenl ochrany piipravku je pfijatelnd, pokud je prokdzana existence
dalSich ochrannych faktorti nesouvisejici se sloZenim (napt. ochranné baleni, jako

je pumpicka) indikujicich, Ze mikrobiologické riziko je tolerovatelné. [29]

Jestlize ptipravek nespliiuje pozadavky kritéria A ani kritéria B, pak musi byt posouzen
z hlediska mikrobiologického rizika. Pokud se jedna o ptipravek urceny k jednorazovému
pouziti, lze jej povaZovat za vyrobek s tolerovatelnym rizikem i v tomto ptipad¢ a za pied-

pokladu, Ze je mikrobiologické kvalita ovéfena v ¢ase jeho uvolnéni na trh. [29]

Nejprve byla pfipravena zivna puda, kterd byla rozlita do sterilnich Petriho misek o priimeé-
ru 70 mm, kdy kazda miska obsahovala pfiblizn€ 10 ml zivné pudy. Petriho misky byly
nasledné uchovavany pii teplot¢ 4 — 6 °C po dobu nanejvy$ jednoho tydne. Na Petriho
misky s médiem se poté nanasely zaoCkované vzorky pletovych vod metodou roztéru
ve vhodnych fedénich. Z pocatku bylo pouzito trojnasobné desitkové fedéni, poté bylo
fedéni upravovano dle potieby. Stanoveni poctu bylo provadéno duplicitn€é. Odbéry vzorki
probihaly v pfedem danych intervalech, a to po 7, 14 a 28 dnech. Bakterie Escherichia coli
a Staphylococcus aureus byly inkubovany pii 37°C po dobu 48 hodin, bakterie Pseudomo-
nas aeruginosa pii 30°C po dobu 48 hodin. Po celou dobu testu byly vzorky pletovych vod

uchovavany pii laboratorni teploté (22,5 + 2,5 °C) v temnu a suchu.

Stanoveni vychoziho po¢tu mikroorganizmi N a N
Vychozi pocet mikroorganizmu ptitomnych v inokulu N jako kolonie tvoticich jednotek na

mililitr se vypoc¢te podle vztahu (1):

N=C/(Vxd) (D
Kde je
C primér poctu kolonii ze dvou paralelnich ploten;
%4 objem inokula o¢kovaného do kazd¢é misky [ml];
d tfedici faktor pocitaného fedéni;

N hodnota musi byt mezi 1x10” KTJ/ml a 1x10® KTJ/ml pro bakterie.
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Pocet mikroorganizmii zaockovanych do ptipravku jako pocet kolonii tvoricich jednotek

na mililitr Ny v Case ty se zjisti pomoci vztahu (2):

Ny = N/50 (2)
kde je
Ny hodnota musi byt mezi 1x10° KTJ/ml a 1x10° KTJ/ml pro bakterie.

50 100 pl inokula do 5 ml pletové vody

Stanoveni po¢tu mikroorganizmu v ¢asech odbéru vzorku, Ny

Mnozstvi ptezivajicich mikroorganizmi v kontaminovaném vzorku pletové vody jako
pocet kolonii tvoficich jednotek na mililitr N, v jednotlivych intervalech odbéru vzorkd, ty,

s pouzitim vztahu (3) :

N, =C/(Vxd) 3)
kde je
C primér poctu kolonii ze dvou paralelnich ploten;
%4 objem inokula o¢kovaného do kazd¢ misky [ml];
d tfedici faktor pocitaného fedéni;

SniZeni po¢tu mikroorganizmi

Hodnoty snizeni po¢tu mikroorganizmii v logaritmickych jednotkach Ry ziskanych v jed-

notlivych intervalech odebirani vzorkt se vypocitaji dle vztahu (4):

R, =logN, — logN, (4)
kde je
N, pocet mikroorganizmil zaoCkovanych v ¢ase to;

N, pocet piezivajicich mikroorganizmu v jednotlivych intervalech odbéru vzork, ty

7.2.3 Méreni optické denzity (OD)

Opticka denzita (opticka hustota) se v mikrobiologii pouziva za ucelem urceni koncentrace
bunék v suspenzi. Do jisté miry plati pfiblizné linearni vztah mezi koncentraci bun¢k a

optickou hustotou. Optickou hustotou se rozumi absorbance daného optického elementu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

pii dané vinové délce A na jednotku vzdalenosti, nebo mnozstvi rozptylené¢ho svétla danym

optickym elementem:
A 1 1 I
0D, == = —logy T = 7 logso (70) 5)
kde je
l délka drahy paprsku ve vzorku [cm];

A, absorbance zméfena pii vinové délce A

T transmitance
Iy intenzita svétla dopadajiciho
l intenzita svétla proslého

Nejprve bylo do jamek mikrotitraéni desticky rozpipetovano po 200 pl vzorku pletové
vody. Do predem urcenych jamek byl pipetovan vzorek pletové vody bez antimikrobni
latky a do dalSich jamek identické mnozstvi pletové vody s rliznymi inhibi¢nimi agens.
Poté byly jednotlivé vzorky zaockovany 5 ul ptislusného inokula bakterii. Soucasti byla
1 pozitivni a negativni kontrola Jako pozitivni kontrola slouzil sterilni masopeptonovy bu-
jon (MPB) bez inhibi¢ni latky zaockovany inokulem bakterii, rist bakterii tak neovliviio-
vala zddnd antimikrobni latka. Jako negativni kontrola slouzily vzorky pletovych vod
s ptislusSnym druhem a koncentraci antimikrobni latky nezaockované inokulem bakterii,
kde nebyl ocekdvan zadny rist bakterii. Obsah jamek mikrotitra¢nich desticek byl dosta-
te¢n¢ promichan a nasledné byly desti¢ky kultivovany pti 30 °C po dobu 24 hodin. Opticka
denzita pak byla métfena ve spektrofotometru pii vinové délce, kterd koreluje s rliznymi
fazemi riistu bakterii. Pro praci byla stanovena vinova délka na 595 nm, pfi niZ se bunky
nachazeji v exponencidlni (logaritmické) fazi ristu. Méfeni bylo provadéno na pfistroji
Microplate reader TECAN a data vyhodnoceny pomoci softwaru Microplate Manager.
Nameétené hodnoty byly zprimérovany a vneseny do grafu, kdy na osu y byly vyneseny
hodnoty optické hustoty a na osu x jednotlivé druhy a koncentrace antimikrobnich

latek. [78]
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Vybér konzervacni latky je komplikovana zalezitost a ve své podstaté neexistuje latka,
ktera by mohla byt oznacena za idedlni. V nedavné dobé¢ se staly monoacylglyceroly pted-
métem zkoumani pro své antimikrobni uc¢inky. Vysledky studii prokazaly inhibi¢ni G¢inky
na nékteré nezadouci mikroorganizmy, které mohou byt srovnatelné s i€inky konzervac-
nich latek bézné€ pouzivanych v kosmetickych piipravcich. V kosmetickém primyslu
je kladen zvlastni diiraz nejen na mikrobiologickou kvalitu vyrobku, ale rovnéz na snasen-
livost pouzitych antimikrobnich ptisad. Z tohoto diivodu byly v praktické ¢asti diplomové
prace sledovany antimikrobni ucinky vybranych monoacylglyceroli a pro srovnani také
dvou typid parabent, jakozto béZzn¢ pouzivanych konzervacnich pftisad, jenz byvaji Casto
kritizovany kvili svym domnélym negativnim a¢inktim na lidskou pokozku a zdravi. An-
timikrobni ucinky testovanych latek byly pozorovany v modelovych vzorcich pletovych
vod. Testovanymi mikroorganizmy byly patogenni druhy bakterii. K posouzeni inhibi¢nich

ucinku slouzil zatézovy test ucinnosti konzervace a méfeni optické denzity bakterii.

8.1 Vliv vybranych monoacylglycerolii na rist bakterii

Pro experimentdlni ¢ast byly vybrany 3 typy monoacylglycerolt liSici se navazanou mast-
nou kyselinou. Dva typy MAG se sudym poctem atomt uhliki, konkrétné MAG kyseliny
kaprinové (MAG Cjo.9, monokaprin) a MAG kyseliny laurové (MAG Cj;.9, monolaurin),
které patii mezi dobife prostudované MAG. VétsSina studii je zamétfena pravé na MAG
se sudym poctem uhliki, byl proto jako tfeti typ vybran méné obvykly MAG s lichym po-
¢tem atomi uhlik, MAG kyseliny undecenové (MAG Cj;.9, monoundekanoylglycerol).

Inhibi¢nich uéinky monoacylglycerolii byly sledovany na dvou gramnegativnich bakteri-
ich, Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, a jedné grampo-
zitivni bakterii, Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953. Jedna se o mikroorgani-
zmy patfici mezi nejcastéj$i kontaminanty v kosmetickych prostfedcich. Jejich vyskyt
v kosmetickém vyrobku je nezddouci. Vybér mikroorganizmii odpovidal ¢eské technické

normé pro hodnoceni antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku CSN EN ISO 11930.

8.1.1 Vliv monoacylglyceroli na rust Escherichia coli CCM 3954

Inhibi¢ni Gc¢inky testovanych monoacylglycerolt byly pozorovany ve tfech koncentracich

20 mg/l, 40 mg/l a 80mg/l. Inhibi¢ni ucinky monoacylglycerolli byly vyjadieny jako
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log KTJ/ml a znazornény graficky na Obr. 11. Na obrazku jsou graficky znazornény vy-

sledky celého zatézoveho testu pro jednotlivé MAG v danych intervalech odbéru vzorka.
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Obr. 11. VIiv monoacylglycerolit na rist bakterie Escherichia coli CCM 3954 ve vzor-
ku pletové vody o pH 5,6.

Pocatecni pocet bunck bakterie Escherichia coli, ktery byl vnesen do vzorkl pletovych
vod, byl 6,76 £+ 0,02 log KTJ/ml. Soucasti testu byla pozitivni kontrola, kdy byl zaockovan
stejnym inokulem bakterie vzorek pletové vody bez obsahu antimikrobni latky. Jiz v sa-
motném kontrolnim vzorku byl patrny zna¢ny pokles poctu bunék po 7 dnech skladovani.
Pocet bunék klesl po 7 dnech vice témét o polovinu na 3,51 + 0,01 log KTJ/ml. VSechny
studované monoacylglyceroly vykazovaly inhibi¢ni G¢inky pii porovnani s hodnotou CPM
v kontrolnim vzorku po 7 dnech skladovani. Po 14 a 28 dnech skladovani nebyl detekovan
nariist bakterie Escherichia coli v zadném z ptislusnych vzorkd, a to ani v kontrolnim.
S nartstajici koncentraci doslo u vSech studovanych MAG k zesileni antimikrobni aktivity.
V koncentraci 80 mg/l nebyl po 7 dnech inkubace pozorovan nartst bakterie Escherichia
coli u zadného ze studovanych MAG. Nejvyssi pokles hodnoty log KTJ/ml byl pak zazna-
menan u MAG kyseliny undekanové s lichym poctem atomid uhliki v molekule
(MAGci1.0) v koncentraci 40 mg/l na hodnotu 2,15 + 0,01 log KTJ/ml po 7 dnech sklado-
vani. V této koncentraci pak dalsi nejlepsi inhibi¢ni ucinky vykazoval MAG kyseliny kap-
rinové (MAGcio.0) s CPM 2,35 + 0,02 log KTJ/ml a jako nejmén¢ tcinny se v této koncen-
traci prokazal MAG kyseliny laurové (MAGci2:0) s CPM 2,42 +£0,01 log KTJ/ml. MAG
kyseliny laurové (MAGci20) se projevil jako nejméné Gcinny také v koncentraci 20 mg/I,
kdy vykazoval hodnotu 3,40 + 0,03 log KTJ/ml. Naproti tomu MAG kyseliny undekanové
(MAGci1:0) byl vkoncentraci 20 mg/l jiz méné ucinny nez MAG kyseliny kaprinové
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(MAGcio0) ve stejné koncentraci. Pocet Zivotaschopnych mikroorganizmt po 7 dnech
skladovéani byl v ptipadé MAG kyseliny undekanové (MAGc1.9) v koncentraci 20 mg/l
2,91 £ 0,09 log KTJ/ml a pro MAG kyseliny kaprinové (MAGco.0) ve stejné koncentraci
2,88 + 0,05 log KTJ/ml

Vyse zminény pokles poctu mikroorganizmi v kontrolnim vzorku naznacuje skute¢nost, ze
samotné slozeni pletové vody predstavuje nepiiznivé prostiedi pro rist daného kmene bak-
terie. V kazdém intervalu odbéru vzorku byla ve vybraném vzorku zmétena hodnota pH,
kvili moznému ovlivnéni pH cinnosti prislusné bakterie. Po 7 dnech skladovani klesla

hodnota pH na 4,98 a v dalSich intervalech pak byla namétena hodnota pH 4,97.

Ackoliv neptitomnost testovanych bakterii ve vzorcich pletovych vod s pH 5,6 ptedstavo-
vala dokonalou antimikrobidlni ochranu piipravku, ze ziskanych vysledkii nemohly byt
dostatecné porovnany inhibi¢ni ucinky jednotlivych MAG mezi sebou. Z tohoto diivodu
byla pfipravena nova sada vzorki pletovych vod s upravenym pH na hodnotu 7. Nova sada
vzorki byla tvofena vzorky pletovych vod s upravenym pH a s obsahem testovanych dru-

cv v

vod jsou graficky zndzornény na Obr. 12.
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Obr. 12. Vliv monoacylglycerolii v koncentraci 20 mg/l na rust bakterie Escherichia coli

CCM 3954 ve vzorku pletové vody o pH 7.

Pocatecni pocet mikroorganizmu ptitomny v ¢ase ty ve vzorcich pletové vody s upravenou
hodnotou pH byl 6,64 +0,04 log KTJ/ml. Po 7 dnech skladovani bylo pozorovano

v kontrolnim vzorku pletové vody bez inhibi¢ni latky navySeni poctu bunék téméf o ti1
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logaritmické fady az na hodnotu 9,46 + 0,02 log KTJ/ml. Po 14 a 28 dnech skladovani se
pocet bun¢k v kontrolnim vzorku snizoval. Hodnoty CPM byly pfesto vyssi nez v Case t.
Po 28 dnech skladovéani se pocet bun¢k snizil na hodnotu 7,83 + 0,28 log KTJ/ml, ktera
byla o jeden logaritmicky fad vyssi nez na pocatku testu. Tento vysledek byl zatiZzen znac-
nou chybou. Piesto bylo mozno konstatovat, ze pii dlouhodobém skladovani dochdzi ke
snizovani poctu bunék i1 ve vzorku pletové vody, ktery nebyl ovlivnén Zadnym inhibi¢nim
agens. CPM se v kontrolnich vzorcich pletovych vod s pH 7 sniZil pod hodnotu CPM
v Case to az po 28 dnech skladovani. Ve srovnani s predeSlym testem pak bylo ziejmé,
ze pH vyrobku mélo znaény vliv na rist bakterie Escherichia coli. Po 7 dnech skladovani
byla zaznamendna nejvyssi inhibi¢ni aktivita u MAG kyseliny laurové (MAGci2.), kdy
pocatecni hodnota CPM klesla skoro o tfi logaritmické tady na hodnotu
5,74 £ 0,07 log KTJ/ml. Nasledoval MAG kyseliny kaprinové (MAGcio0) s hodnotou
6,07 £ 0,10 log KTJ/ml a nejniz$i inhibi¢ni G¢inek byl pozorovan u MAG kyseliny unde-
kanové (MAGci1,0) s hodnotou 6,20 £+ 0,23 log KTJ/ml. Tyto vysledky jsou rozdilné od
vysledki predesiého testu na vzorcich pletovych vod s pH 5,6, to bylo vysvétleno moznym
synergickym uc¢inkem mezi MAG a kyselym pH. Pofadi MAG se zménilo po
14 dnech skladovani, kdy nejvyssiho poklesu CPM bylo dosazeno ve vzorku s MAG kyse-
liny kaprinové (MAGci00) a naopak nejmensi pokles vykazoval vzorek s MAG kyseliny
undekanové (MAGci10). Po 28 dnech skladovani jiz vSechny vzorky vykazovaly nulové
hodnoty CPM. Ve vzorcich pletovych vod s pH 5,6 doslo k uplné inhibici u vSech testova-
nych MAG jiz po 14 dnech skladovéani. VSechny hodnoty CPM v log KTJ/ml jsou uvedeny

v piiloze III.

V obou ptipadech byly prokazany inhibi¢ni u¢inky u vSech studovanych monoacyglycero-
Ih. Ke stejnému zavéru dosli 1 Bunikova a kol. [164, s. 37 — 38], kterym se ve své studii
podatilo prokdzat vyznamné snizeni rstu Escherichia coli v ptitomnosti identickych
MAG, jako byly pouzity v této praci. Naopak byl tento vysledek v rozporu s vysledky stu-
die, kterou provedli Razicka a kol. [167, s. 330] a neprokazali zadny ucinek MAGco.0
a MAGc 2 proti rastu bakterie Escherichia coli. Za u¢innou koncentraci MAG, ktera do-
kéazala potlacit rist bakterie Escherichia coli v obou sadach vzorkil, byla stanovena kon-

centrace 20 mg/l.
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8.1.2 Vliv monoacylglyceroli na rust Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM

3953

Pro studium vlivu MAG na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus subsp. aureus
CCM 3953 byly opét pouzity tii koncentrace MAG, 20 mg/l, 40 mg/l a 80mg/l. Vysledky
zatézového testu byly vyjadfeny graficky na Obr. 13. vhodnotich log KTJ/ml

v jednotlivych intervalech odbérti vzorkd.

7,00 -+
6,00 -
— 5,00 -
£
> 4,00 -
£ )
2 3,00 - m 0 dni
- 2,00 A W7 dni
1,00 1 14 dni
0,00 -
W 28 dni
20 40 80 20 40 80 20 40 80
Ontro% MAG C10:0 MAG C11:0 ‘ MAG C12:0 ‘
Koncentrace [mg/I]

Obr. 13. VIiv monoacylglycerolii na riist bakterie Staphylococcus aureus subsp. aureus

CCM 3953 ve vzorku pletové vody o pH 5,6.

Pocatecni pocet bunck Staphylococcus aureus subsp. aureus v ¢ase ty ve vzorcich pleto-
vych vod byl 6,69 + 0,06 log KTJ/ml. Vyrazny pokles pocatecniho poctu bunck byl za-
znamenan u samotného kontrolniho vzorku (bez antimikrobni latky) po 7 dnech skladova-
ni, kdy hodnota klesla pfiblizné o pét logaritmickych ftadi na hodnotu
3,51 £ 0,03 log KTJ/ml. Zna¢ny pokles pocatecniho pocétu byl registrovan také ve vzorku
pletové vody s obsahem MAG kyseliny kaprinové (MAGcio.0) v koncentraci 20 mg/l, kdy
po 7 dnech skladovani obsahoval tento vzorek 1,63 & 0,09 log KTJ/ml. Ve vSech ostatnich
vzorcich doslo jiz v 7 dnu skladovani ke kompletni inhibici rastu. Nejlepsich vysledki tedy
bylo dosazeno s MAG kyseliny laurové (MAGci20) a MAG kyseliny undekanové
(MAGci20). MAG kyseliny kaprinové (MAGcio0) kompletné inhiboval riast Staphylo-
coccus aureus subsp. aureus CCM 3953 v koncentracich 40 mg/l a 80 mg/l. V danych in-
tervalech odbéru vzorkii byla opét u vybraného vzorku méfena hodnota pH. Po 7 dnech

skladovéni kleslo pH na 4,98, ve 14. a 28. dnu jiz hodnota neklesala. Skutec¢nost, ze doslo
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ke snizeni pH, miZze vysvétlovat vyrazny pokles poctu buné€k v samotném kontrolnim

vzorku.

Pro ptesnéjsi srovnani antimikrobni aktivity jednotlivych MAG na bakterii Staphylococcus
aureus subsp. aureus CCM 3953 byl proveden zatézovy test ucinnosti na druhé sad¢ vzor-
ki, obsahujici vzorky pletové vody s upravenym pH na hodnotu 7. Vysledky testu prova-

déného na druhé sadé vzorkid znazornuje Obr. 14.
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Obr. 14. Vliv monoacylglycerolii v koncentraci 20 mg/l na rust bakterie Staphylococcus

aureus subsp. aureus CCM 3953 ve vzorku pletové vody o pH 7

V case ty byl pocet bun¢k ve vsech vzorcich 6,53 + 0,01 log KTJ/ml. V kontrolnim vzorku
pletové vody latky doslo ke snizeni CPM na 5,55 + 0,03 log KTJ/ml po 7 dnech skladova-
ni a po 14 dnech k dal§imu sniZeni na 3,67 £ 0,03 log KTJ/ml. V 28 dnu jiz nebyl pozoro-
van zadny narust bakterie Staphylococcus aureus subsp. aureus. Po 7 dnech skladovéni byl
pozorovan pokles CPM u vsech studovanych MAG na piiblizn¢ polovinu poc¢ate¢niho po-
¢tu bunék. Nejlepsi antimikrobni ucinky vykazoval MAG kyseliny laurové (MAGci2.),
unchoz byl detekovan pokles CPM o Sest logaritmickych fadi na hodnotu
2,82 £ 0,03 log KTJ/ml. Nejmensi inhibi¢ni ucinek byl registrovan u MAG kyseliny kapri-
nové (MAGcio.), stejn€ jako ve vzorcich pletovych vod s pH 5,6. MAG kyseliny kaprino-
vé (MAGc0.0) prokdzal uplnou inhibici az v 28. dnu skladovani, zatimco u ostatnich dvou
druhit MAG byla uplné inhibice detekovéna ve 14. dni skladovani. Vysledky jsou shodné
s vysledky studie Buiikové a kol. [59, s. 38], ve které byly pouzit¢ MAG setazeny podle

inhibi¢nich u¢inkl na grampozitivni bakterie shodné jako v predkladané praci, a to nasle-
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dovné: MAGci2:0 > MAGeci1.0 > MAGcio0. Aktivitu MAG kyseliny laurové (MAGci2:0)
proti grampozitivni bakterii S. aureus podporuji i1 studie dalSich autorti (Preuss a kol.
[72,s.32], Razicka a kol. [60,s.330]). Bakteriostaticky uc¢inek monoacylglycerolu
s lichym poctem atomil uhliku, konkrétné MAGc;.9 byl potvrzen i studii Dolezalové a kol.

[43] Jednotlivé hodnoty CPM v log KTJ/ml uvadi ptiloha III.

Z porovnani vysledkl zatézového testu na vzorcich pletovych vod s pH 5,6 a zatézového
testu na vzorcich pletovych vod s pH 7 opét vyplyva, Ze kombinaci monoacylglycerolt

s nizkym pH se uplatiiuje synergicky efekt.

8.1.3 Vliv monoacylglyceroli na rust Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Antimikrobni G¢inky na gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 byly
také testovany v koncentracich MAG 20, 40 a 80 mg/l. Vysledky zatézového testu byly

zaznamenany formou tabulky (viz Tab. 2.)

Tab. 2. Vliv monoacylglycerolit na riist gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955 ve vzorcich pletovych vod o pH 5,6

T
[den]
Koncentrace

Typ MAG MAG 0 7 14 28

[mg/1] CPM

[log KTJ/ml]

kontrola — x X x
20 X X X
Cio:0 40 X X X
80 X X X
20 6,69 = 0,02 X X X
Cino 40 X x %
80 X X X
20 X X X
Cizo 40 X X %
80 X X X

x...zaddny narast, kompletni inhibice ristu

Na pocatku zatézového testu v Case ty byl pocet bunck bakterie Pseudomonas aeruginosa
v 6,69 £ 0,02 log KTJ/ml. Ackoliv v mnoha studiich (Rtzi¢ka a kol., 2003; Dolezalova
a kol., 2010; Bunkova a kol., 2011 a dalsi) byla prokdzana znacna odolnost této gramnega-
tivni bakterie na testované druhy monoacylglycerolil, v experimentélni ¢asti této prace byla
zaznamenana kompletni inhibice ristu jiz po 7 dnech skladovani u vSech vzorkd, véetné

kontrolniho vzorku, ktery obsahoval pouze roztok pletové vody bez antimikrobni latky.
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Stejné jako u predeslych vzorki bylo i v téchto zméieno pH. Hodnota pH i v tomto piipadé
klesla z pocate¢ni hodnoty pH 5,6 po 7 dnech skladovani na pH 4,86, ktera jiz zlistala ne-

zménéna po celou dobu testu.

Vliv monoacylglycerolii na rist bakterie P. aeruginosa byl zkouman také v sad¢ vzorka
pletovych vod s upravenym pH na neutralni hodnotu. Vysledky zatézového testu uskutec-
néného v téchto modelovych vzorcich pletovych vod byly zaznamenany do tabulky

(viz Tab. 3.)

Tab. 3. Vliv monoacylglycerolit na rist gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955 ve vzorcich pletovych vod o pH 7

T

[den]
Typ MAG 0 | 7 | 14 | 28

CPM

[log KTJ/ml]

kontrola o X X
Cio:o 6,87 £0,03 X X x
Ciixo X X X
Cizo X X X

X...za4dny narast, kompletni inhibice rlstu

V druhé sadé¢ vzorkl pletovych vod s upravenou hodnotou pH byl pocate¢ni pocet bunck
6,87 = 0,03 log KTJ/ml. Pfesto, Ze pH 7 by mélo byt pro rlst bakterie Pseudomonas aeruginosa
priznivé, nebyl opét v zadném ze vzorkll zaznamenan rist této bakterie, véetn¢ kontrolniho vzorku.
Vzhledem k faktu, ze nebyl detekovan zadny nariist ani ve vzorcich pletovych vod, které
neobsahovaly antimikrobni latku, bylo usuzovéno, ze pravdépodobné samotné slozeni za-
kladni receptury pletové vody bylo nevhodné pro rist bakterie Pseudomonas aeruginosa.
Pri¢inou mohly byt napiiklad ptfitomné tenzidy (Sodium Laureth Sulfate, Cocamidopro-

pylbetain), které samy vykazuji ur¢ité antimikrobni ti€¢inky. [103]

8.2 Vliv vybranych parabenii na rust bakterii

K testovani ucinnosti konzervace kosmetickych ptipravkl s pouzitim syntetickych konzer-
vacnich latek byly vybrany dva typy alkylesterti kyseliny p-hydroxybenzoové kyseliny.
Diivodem vybéru z této skupiny antimikrobnich latek byl jejich, posledni dobou casto dis-
kutovany, negativni vliv na zdravi a pokozku ¢lovéka a tedy tendence jejich nahrazeni ji-
nymi Setrnéj$imi latkami (napf. monoacylglyceroly). Jednou z nejbéZznéji pouzivanych

forem ke konzervaci kosmetickych ptipravki je methylparaben, proto byl pro praktickou
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¢ast zvolen prave tento alkylester kyseliny p-hydroxybenzoové. [130] Jako druhy typ byl
vybran alkylester s vysS§im po¢tem atomu uhliku v fetézci a také Casto pouzivany propyles-
ter kyseliny p-hydroxybenzoové (propylparaben). Celkem byly vybrané typy parabent
aplikovany ve tfech koncentracich, které byly zvoleny v souladu s platnou legislativou.

[101]

Inhibi¢ni Gcinky byly testovany na tfech vybranych bakteriich, jejichz vyskyt
je v kosmetickych pfipravcich nepfipustny. Vybrany byly dvé gramnegativni bakterie,
Escherichia coli CCM 3954 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, a jedna grampozitivni
bakterie, Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953. K testu inhibi¢ni aktivity byl

pouzit dlouhodoby zatézovy test i¢innosti konzervace.

8.2.1 Vliv parabenu na rust Escherichia coli CCM 3954
Vliv na rust bakterie Escherichia coli CCM 3954 byl pozorovan za pouziti nasledujicich
koncentraci parabenii: 0,2, 0,4 a 0,8 %. Pfipadné inhibi¢ni u¢inky byly vyhodnoceny jako

log KTJ/ml a zndzornény v grafické form¢ na Obr. 15
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Obr. 15. VIiv parabenii na rust bakterie Escherichia coli CCM 3954 ve vzorku pletové
vody o pH 5,6

Pocet bunék v Case ty, ktery byl zao¢kovan do vzork pletovych vod s parabeny dosahoval
hodnoty 6,41 + 0,04 log KTJ/ml. Kontrolni vzorek pletové vody obsahoval na pocatku
testu ucinnosti konzervace v Case ty 6,76 = 0,02 log KTJ/ml. V tomto vzorku bylo pozoro-
vano sniZzeni CPM na hodnotu 3,51 + 0,03 log KTJ/ml po 7 dnech skladovani a ke kom-

pletni inhibici doSlo ve 14. dnu skladovani, kdy jiz nebyl pozorovan zadny narist bunék.
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Vyborné antimikrobni ucinky vykazovaly oba typy parabenti ve vSech koncentracich jiz po
7 dnech skladovéani. Pouze u propylparabenu v koncentraci 0,2 % nebylo dosazeno kom-
pletni inhibice po 7 dnech skladovani, ale doSlo ke snizeni pocate¢ni hodnoty CPM na
hodnotu 3,33 + 0,11 log KTJ/ml. Pfesto, Ze v odborné literatute se uvadi niz§i uc¢innost na
gramnegativni typy bakterii [50], zatézovy test ucinnosti konzervace prokazal vyborné
antimikrobni u¢inky studovanych parabenti na bakterii Escherichia coli ve vzorku pletové
vody. Zuvedeného grafu vyplyva, Ze lepsi inhibi¢ni G€inky vykazoval methylparaben.
Toto zjisténi neni v souladu s obecnou teorii (Brannan, 1997; Baumann a kol., 2009; Drae-
los, 2010), kterd uvadi zvySujici se antimikrobni aktivitu s prodluzujicim se uhlikatym fe-
tézcem. Podobn¢ jako pfi testovani monoacylglycerolt byla i ve vzorcich s parabeny zmé-
fena hodnota pH. Opét byla zaznamendna niz8i hodnota pH nez na poc¢atku testu. Hodnota
pH v tomto piipadé klesla po 7 dnech skladovani z pH 5,6 na 4,98 a v dalSich intervalech
pak byla naméfena hodnota pH 4,97. Z diivodu specializace celé prace v prvé fadé na mo-
noacylglyceroly, bylo ustoupeno od testovani antimikrobnich u¢inkli parabent také

v pletové vodé s upravenym pH. Hodnoty CPM v log KTJ/ml jsou uvedeny v ptiloze III.

8.2.2 Vliv parabeni na rist Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Ucinky testovanych parabent na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus subsp. au-

reus CCM 3953 v koncentracich 0,2 %, 0,4 % a 0,8 % jsou zaznamenany v Tab. 4.

Tab. 4. Vliv parabenii na rust grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus subsp. aureus

CCM 3953 ve vzorcich pletovych vod o pH 5,6

T

[den]

Typ Koncentrace 0 7 14 28
parabenu parabenu
[%o] CPM
[log KTJ/ml]

kontrola — 6,69 = 0,06 3,51 £0,03 X X
0,2 X X X
MP 0,4 X X X
0,8 X X X
0.2 6,71 £ 0,03 » ” ”
PP 0,4 X X x
0,8 X X X

x...zadny narust, kompletni inhibice ristu

Pocatecni pocet bunék zaoCkovan do vzorki pletovych vod s parabeny byl

6,71 £ 0,04 log KTJ/ml. Kontrolni vzorek (bez antimikrobni latky) obsahoval na pocatku
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testu v Case ty 6,69 + 0,06 log KTJ/ml. Ve vSech vzorcich kromé kontrolniho byla pozoro-
vana kompletni inhibice ristu po 7 dnech skladovéani. V kontrolnim vzorku byl zazname-
nan vyrazny pokles pocatecniho poctu bunék po 7 dnech skladovéani, kdy hodnota klesla
piiblizné o 3 logaritmické fady na hodnotu 3,51 + 0,03 log KTJ/ml. Vysledky testu proka-
zaly vybornou ucinnost konzervace pletovych vod s pouzitim parabenti jako antimikrob-
nich latek. Hodnota pH vzorkt klesla po 7 dnech skladovani na 4,98, poté jiz zlstala tato

hodnota konstantni.

8.2.3 Vliv parabeni na rist Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Pro sledovani u¢inkd parabenii na rist gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa
CCM 3955 byly zvoleny stejné koncentrace jako u Escherichia coli CCM 3954. Vysledky

zatézového testu jsou znazornény v Tab. 5.

Tab. 5. VIiv parabenii na rist gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955 ve vzorcich pletovych vod o pH 5,6

T

[den]

Typ parabe- | Koncentrace 0 7 14 28
nu parabenu
[%] CPM
[log KTJ/ml]

kontrola - 6,69 + 0,02 X x x
0,2 X X X
MP 0,4 X X X
0,8 X X X
0.2 7,03 +0,03 » » ”
PP 0,4 X X X
0,8 X X X

x...zaddny narast, kompletni inhibice rlstu

Ve vzorcich pletovych vod s parabeny bylo v ¢ase ty 7,03 = 0,03 log KTJ/ml. Poc¢ate¢ni
pocet bunék v kontrolnim vzorku byl 6,69 + 0,02 log KTJ/ml. Z tabulky je patrné, Ze kom-
pletni inhibice nastala u vSech vzorki jiz po 7 dnech skladovani. Jelikoz nartst gramnega-
tivni bakterie Pseudomonas aeruginosa opét nebyl detekovan ani v kontrolnim vzorku,
ktery neobsahoval parabeny, 1ze usuzovat, Ze sloZeni pletové vody tvoii nevhodné prostie-

di pro rist této bakterie.
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8.3 Citlivost vybranych bakterii na jednotlivé antimikrobni latky

Na Obr. 16. Je graficky vyjadrena citlivost studovanych bakterii na testované antimikrobni
latky. Pro grafické znédzornéni byly pouzity hodnoty celkového poctu piezivajicich bun¢k

po 7 dnech skladovani.

4,0 ~
3,5 -
3,0 -
2,5 -
2,0 -
1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0 -

log KTJ/ml

02,04,0802,04,08,0204,0802|04|08|02/|04|0,8

KO MAG C 10:0 MAG C11:0 MAG C12:0

MP ‘ PP ‘
Koncentrace konzervacni latky [%]

ME.coli mS. aureus P. aeruginosa

Obr. 16. Citlivost bakterii na jednotlivé antimikrobni latky ve vzorku pletové vody o pH 5,6

Obecné nejvyssi citlivost na vSechny pouzité antimikrobni latky byla prokézana u gramne-
gativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. U této bakterie byla predpokladana citlivost jiz
na samotnou formulaci pletové vody, protoze vykazovala nulové hodnoty v kontrolnim
vzorku, ktery byl tvofen zdkladni recepturou pletové vody bez ptidavku antimikrobni lat-
ky. Dalsi testovanou bakterii byla grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus subsp.
aureus, kterd vykazovala nejvyssi citlivost na oba typy testovanych parabenii a dva typy
monoacylglyceroltl, konkrétné MAGce 1.0 a MAGc)20 ve vSech testovanych koncentracich.
Nejméné putsobil na rist Staphylococcus aureus subsp. aureus MAGcioo v koncentraci
0,2 %. V ostatnich koncentracich tohoto MAG nebyl pozorovan zadny nartist bunék. Jako
nejméné citliva se prokazala gramnegativni bakterie Escherichia coli. Tato bakterie vyka-
0,2 a 0,4 %. Dale pak také proti plisobeni propylparabenu v koncentraci 0,2 %. Propylpa-
raben v koncentraci 0,2 % dokonce inhiboval rust Escherichia coli méné nez MAGci.

a MAGc . ptislusné koncentrace.
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Citlivost bakterii byla vyhodnocena také pro sadu vzorkl pletovych vod s upravenou hod-
notou pH na 7. Opétovné byla posuzovana citlivost bakterii v log KTJ/ml po 7 dnech
skladovéani. Pfedmétem predkladané prace bylo predevsim studium monoacylglycerolt,
proto ve vzorcich pletovych vod s pH 7 byla sledovana pouze citlivost vybranych bakterii

na monoacylglyceroly v koncentraci 0,2 %. Grafické zndzornéni je zobrazeno na Obr. 17.

10,0 +
9,0 -
8,0 -
7,0 -
6,0 -
50 -
4,0 -
3,0 -
2,0
1,0 -
0,0 -

log KTJ/ml

kontrola MAG C10:0 MAG C11:0 MAG C12:0

Typ MAG

B E.coli mS. aureus M P.aeruginosa

Obr. 17. Citlivost bakterii na jednotlivé monoacylglyceroly ve vzorku pletové vody o pH 7
po 7 dnech skladovani

Z Obr. 17. je patrné, ze nejvice z testovanych bakterii byla po 7 dnech skladovani inhibo-
vana gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa, stejné jako ve vzorcich pletové
vody s pH 5,6. JelikoZ nartist této bakterie nebyl detekovéan ani v kontrolnim vzorku, dalo
by se fici, ze hodnota pH pletovych vod neméla na rist Pseudomonas aeruginosa vy-
znamny vliv. Diivodem inhibice miiZze byt jiz vySe zminéna pfitomnost tenzidl s antimik-
robnimi u¢inky. Gramnegativni bakterie Escherichia coli byla stejné jako v pletové vode
s pH 5,6 nejodolnéjsi vici ptisobeni monoacylglycerolt. Citlivéjsi byla grampozitivni bak-
terie Staphylococcus aureus subsp. aureus, celkovy pocet bunék byl ve vSech intervalech
o tfi az Ctyii logaritmické fady niz$i nez celkovy pocet bunék bakterie Escherichia coli.
Obecné se uvadi (Zhang a kol., 2009; Lee a kol., 2002) Ze citlivejsi k uc¢inku monoacylgly-

cerolt jsou grampozitivni bakterie.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

8.4 Dopliikové stanoveni antimikrobni aktivity MAG a parabent

V zajmu detailnéjsiho testovani inhibic¢ni aktivity pouzitych antimikrobnich latek bylo pii-
stoupeno k testovani i jinou metodou nez pomoci dlouhodobého zatézového testu. Doplii-
kovou metodou bylo méfeni optické denzity bakterii. Na rozdil od kultiva¢nich metod,
meéteni optické denzity je pomérné rychlé a nendro¢né na objem pouzitého materidlu.
Znac¢nou vyhodou je bezpochyby objektivnost metody. Na rozdil od metod kultivacnich,
kde se pocet kolonii pocita své pomoci a lze snadno udélat chybu, méfeni optické denzity
je provadéno pristrojem a vyhodnocovan ptislusSnym softwarem, moznost chyby je snizena

na minimum. [29], [78]

Z lineédrni zavislosti optické denzity a koncentrace bunék 1ze zjistit miru uc¢innosti jednotli-
vych antimikrobnich latek. [78] Méteni optické denzity bylo provadéno na vzorcich pleto-
vych vod po 24-ti hodinach kultivace pii 30 °C. Opticka denzita byla métena pti vinové
délce 595 nm.

8.4.1 Antimikrobni aktivita monoacylglyceroli

Vliv testovanych monoacylglycerolii ve vzorcich pletovych vod na pfislusné bakterie vy-
jadteny v hodnotach optické denzity bakterii znazoriiuje Obr. 18. Opticka denzita bakterii
byla méfena ve vzorcich pletovych vod s obsahem monoacylglycerolii jako antimikrobni
prisady ve tfech koncentracich (20, 40 a 80 mg/l) pii vinové délce 595 nm (ODsgsnm). Sou-
¢asti testu byla 1 pozitivni kontrola v masopeptonovém bujonu, ktery predstavoval vhodné
podminky pro rist této bakterie. Kontrola slouzila jako vzor riistu bakterie za normalnich
podminek bez ovlivnéni jakymkoli inhibi¢nim faktorem. Hodnoty optické denzity jsou

uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6. Hodnoty optické denzity mikroorganizmii v masopeptonovém bujonu

Mikroorganizmus ODs9snm
Escherichia coli 0,58
Staphylococcus aureus 0,15
Pseudomonas aeruginosa 1,15
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Obr. 18. Hodnoty optické denzity bakterii po 24-ti hodindch kultivace ve vzorcich ple-
tové vody o pH 5,6

Po 24-ti hodinové kultivaci byly detekovany nizs$i hodnoty koncentrace bunck u vSech
mikroorganizmii ve vSech vzorcich pletovych vod oproti koncentraci bun¢k inokula da-
nych bakterii v masopeptonovém bujonu. K Uplné inhibici ristu nedoSlo v zadném
z testovanych vzorkd. Nejnizsi hodnoty koncentrace bun¢k byly zaznamenany ve vzorku
pletové vody zaockované gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa s obsahem
monoacylglycerolu kyseliny undekanové (MAGci1.0) v koncentraci 80 mg/l. Koncentrace
bunék Pseudomonas aeruginosa se snizovala se zvysujici se koncentraci u vzorkl pleto-
vych vod s MAG kyseliny kaprinové (MAGci00) a MAG kyseliny undekanové
(MAGci1.0), pticemz MAGcio0 byl G€inngjsi v koncentracich 20 a 40 mg/l. Nejméné inhi-
boval danou bakterii monoacylglycerol kyseliny laurové (MAGci2:0). Nejvyssi zakal byl
detekovan ve vzorku s 20 mg/l tohoto monoacylglycerolu. Zaroven byl pozorovan vyssi
zékal ve vzorku s koncentraci 80 mg/l MAGcz,0 nez ve vzorku o koncentraci 40 mg/l.
Stejnd situace byla registrovana u vSech testovanych bakterii ve vzorku s identickym
MAG. Pfi¢inou tohoto jevu miize byt schopnost nékterych bakterii pfi pouziti vyssich kon-

centraci MAG vyuzivat uhlik z jejich molekuly jako potencialni zdroj Zivin. [58]

Rist gramnegativni bakterie Escherichia coli nejlépe blokoval monoacylglycerol kyseliny
undekanové (MAGci10) ve vSech pouzitych koncentracich. Se zvysujici se koncentraci
daného MAG se inhibicni ucinek na Escherichia coli zvétSoval. Snizovani zakalu

s rostouci koncentraci bylo zaznamenano také u MAGco. V koncentracich 20 a 40 mg/I
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byl proti Escherichia coli u¢innéjsi MAGc1z.0 vice neZ monoacylglycerol s nizSim poctem

atomu uhliku MAGcig..

Nejnizs$i hodnoty optické denzity grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus subsp.
aureus byly zaznamenany ve vzorcich pletovych vod s obsahem MAGc;;,0 o koncentraci
20 a 40 mg/l. V koncentracich 80 mg/l byly naméfeny hodnoty optické denzity vyssi nez
v niz$ich koncentracich u vSech testovanych monoacylglyceroli. Divodem vyssi koncent-
race bun¢k mize byt jiz vySe zminé€na schopnost bakterii vyuzivat uhlik z molekuly MAG

jako zdroj zivin. [58]

Ve srovnani s vysledky zatézového testu bylo zjiSténo nasledujici. V zatézovém testu inhi-
boval bakterii Escherichia coli nejlépe ze vSech testovanych monoacylglycerolt
v koncentraci 40 mg/l MAGc.9, stejného zavéru bylo dosazeno 1 v ptipad¢ testovani tcin-
nosti metodou meéteni optické denzity. Dal§im shodnym vysledkem obou metod bylo,
ze nejslabsi antimikrobni G¢inek na bakterii Staphylococcus aureus subsp. aureus vykazo-
val MAGco. v koncentraci 20 mg/l. Zatim co, metodou zatézového testu se projevila jako
nejvice odolnd bakterie Escherichia coli, metodou méfeni optické denzity se tato bakterie
jevila jako nejcitlivéj$i. Podobné tomu bylo 1 v ptipadé bakterie Staphylococcus aureus
subsp. aureus, kterd v zatézovém testu vychazela jako pomérné citliva k pisobeni monoa-
cylglycerolt, avsak metodou méfeni optické denzity se ukazala jako relativné odolnd. Tyto
rozpory by bylo mozné pfipsat na vrub ¢asovym rozdiliim v organizaci téchto dvou expe-
rimentalnich metod. Zatézovy test je principidlné¢ dlouhodobym testem, u kterého neni di-
lezity okamzity inhibi¢ni vliv na mikroorganizmy. Cilem zatézového testu je prokéazat ¢i
vyvrétit dlouhodobé udrzitelny inhibi¢ni ucinek. Béhem 28 dnili inkubace vznikd prostor
pro adaptaci mikrobialni populace. Naproti tomu méteni optické denzity v mikrotitracnich
destickach po 24 hodinach kultivace je vhodné spiSe pro stanoveni inhibi¢niho u¢inku,

ktery nastava okamzité.

8.4.2 Antimikrobni aktivita parabenu

Vliv parabent jakozto antimikrobidlnich pfisad ve vzorcich pletovych vod na piislusné
bakterie je zobrazen na Obr. 19. Vliv parabenti byl vyjadien jako hodnoty optické denzity
bakterii naméfené ve vzorcich pletovych vod s obsahem parabeni jako antimikrobidlni
piisady ve tfech koncentracich (0,2 %, 0,4 % a 0,8 %) pti vinové délce 595 nm (ODsosnm).
Soucasné byla pfipravena 1 pozitivni kontrola v masopeptonovém bujonu, jejiz hodnoty

nameétené optické denzity uvadi Tab. 7.
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Tab. 7. Hodnoty optické denzity mikroorganizmii v masopeptonovém bujonu

Mikroorganizmus ODs9snm

Escherichia coli 0,56
Staphylococcus aureus 0,15

Pseudomonas aeruginosa 1,37
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Obr. 19. Hodnoty optické denzity bakterii po 24-ti hodindach kultivace ve vzorcich pletové
vody o pH 5,6

Namétené hodnoty optické denzity testovanych bakterii ve vSech vzorcich pletovych vod
byly vyznamné niz$i oproti naméfenym hodnotdm optické denzity inokula pftislusnych
bakterii v masopeptonovém bujénu. Z Obr. 19 je zjevné, Ze nejcitlivejsi bakterii proti pi-
sobeni parabenli byla gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. Stejného zavéru
bylo dosahnuto i1 v zatézovém testu ucinnosti konzervace. Ke kompletni inhibici Pseudo-
monas aeruginosa doslo ve vzorcich pletovych vod sobsahem methylparabenu
v koncentraci 0,4 a 0,8 % a s obsahem propylparabenu také v koncentracich 0,4 a 0,8 %.
V koncentraci 0,2 % se jako U¢innéjsi vici Pseudomonas aeruginosa prokézal methylpara-

ben.
Nejvyssi hodnoty optické denzity byly namétfeny ve vzorcich pletovych vod zaockovanych
grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus subsp. aureus. Vysoké hodnoty optické den-

zity zna¢i malou inhibi¢ni aktivitu. Nejmensi inhibi¢ni aktivita na Staphylococcus aureus
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subsp. aureus byla pozorovana u propylparabenu v koncentraci 0,2 a 0,4 % a u methylpa-

rabenu v koncentraci 0,2 %.

Na gramnegativni bakterii Escherichia coli nejlépe plisobil methylparaben ve vSech pouzi-
tych koncentracich, coz opét potvrzuji i vysledky ziskané metodou zatéZzového testu ucin-
nosti konzervace. V koncentraci methylparabenu 0,8 % byla dokonce zaznamenana kom-
pletni inhibice. Ve vzorcich pletovych vod s propylparabenem jako konzervacni latkou
nebyla detekovana kompletni inhibice v Zadné z pouzitych koncentraci. Hodnoty optické
denzity vSak s rostouci koncentraci propylparabenu klesaly. Obecné lze konstatovat, Ze

lepsi inhibi¢ni U€inky vykazoval na vSechny testované bakterie methylparaben.

8.5 Zhodnoceni antimikrobialni ochrany

Pro zjisténi zda pfipravend pletova voda je chranéna proti riistu mikroorganizmd, které by
mohly pfedstavovat potencidlni riziko pro uZzivatele, byla vypoctena hodnota logaritmické-
ho snizeni v kazdém intervalu odbéru pro kazdy kmen mikroorganizmu. Nasledné¢ byly
ziskané hodnoty porovnany s hodnoticimi kritérii pro test uc¢innosti konzervace (Tab. 8.)
obsazenymi v ¢eské technické normé pro hodnoceni antimikrobidlni ochrany kosmetického

vyrobku.

Tab. 8. Hodnotici kritéria pro test ucinnosti konzervace

Pozadované hodnoty sniZeni v log
Mikroorganizmy Bakterie
Interval T7 T14 T28
o >3 >3
Kritéria A >3 NI NI
s >3
Kritéria B Neprovedeno >3 NI

NI...zadné zvySeni poctu od ptedchoziho intervalu

Nejprve byla zhodnocena antimikrobidlni ochrana pletovych vod s pH 5,6 s obsahem mo-
noacylglycerolt jakozto antimikrobni pfisadou. Vysledky logaritmického snizeni u pleto-
vych vod s pH 5,6 jsou uvedeny v Tab. 9. Vysledky byly porovnavéany pouze s kritérii A,

protoze nebyly prokazany kontrolni faktory nevztahujici se ke slozeni piipravku.
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Tab. 9. Hodnoty logaritmického sniZeni pro vzorky pletové vody o pH 5,6 s MAG

Antimikrobni | Koncentrace Mikroorganizmus
litka [mg/l] EC SA PA
R, | Ry | Ris | Ro | Riy | Ry | Ry | Rug | Rug
bez AL - 3 e | 6|36l 6|3 ] 6] s
20 4 6|6 s |6 67 ] 717
MAG C10:0 40 4 6| 6|6l 6| 6| 7| 7|7
80 6 | 6 | 6|6 | 6| 6| 7|77
20 4 16|66 66| 7] 7]7
MAG C11:0 40 4 16| 66| 6| 6| 7] 717
80 6 | 6 | 6|6 | 6| 6| 7|77
20 3 el 6|66l 6| 7] 7] 7
MAG €12:0 40 4 16| 6|6 | 6| 6| 7] 717
80 6 | 6 | 6|6 | 6| 6| 7|77

Porovnanim hodnot snizeni s kritérii vyzadovanych v intervalu bylo dospéno k zavéru,
ze modelové vzorky pletovych vod s pH 5,6 s monoacylglyceroly jako antimikrobnimi
latkami, by tato kritéria spliiovaly v kazdém intervalu pro kazdy kmen bakterii. Dokonce
samotna zakladni formulace pletové vody se osvédcila jako mikrobiologicky vyhovujici,
tedy chranéna proti pomnozeni mikrobii, jeZ by mohli pfedstavovat potencidlni riziko
pro spotiebitele, a neni potieba zvazovat zadné dalsi faktory. Nejmensi jesté pfijatelnou
hodnotu vykazovaly vzorky pletové vody s MAGcia.¢ v koncentraci 20 mg/l zaockované
bakterii Escherichia coli po 7 dnech skladovani a dale vzorky pletovych vod bez obsahu
antimikrobni latky po 7 dnech skladovani zaoCkované jednotlivé vSemi druhy testovanych

bakterii.

Dale byla zhodnocena také antimikrobidlni ochrana pletovych vod s pH 5,6, kde antimik-
robni piisadu tvofili parabeny. Vysledky logaritmického sniZzeni jsou znazornény

v Tab. 10. Vysledky byly rovnéz porovnany pouze s kritérii A.
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Tab. 10. Hodnoty logaritmického snizeni pro vzorky pletové vody o pH 5,6 s parabeny

Konzervaéni | Koncentrace Mikroorganizmus
litka [%] EC SA PA
R, Ry4 Ry R, Ry4 Ry R, Ry4 Ry
bez KL - 3 6|6 3|6 6| 3] 6] s
0,2 6 6 6 7 7 7 7 7 7
mp 0,4 6 6 6 7 7 7 7 7 7
0,8 6 6 6 7 7 7 7 7 7
0,2 3 6 6 7 7 7 7 7 7
PP 0,4 6 6 6 7 7 7 7 7 7
0,8 6 6 6 7 7 7 7 7 7

Vysledky uvedené v Tab. 10. odpovidaji piislusnym kritériim. Pletové vody s obsahem
parabent jsou tedy mikrobiologicky chranéné proti pomnozeni pouzitych mikroorganizmd.
Nejmensi jesté prijatelnou hodnotu vykazovaly vzorky pletové vody s propylparabenem

v koncentraci 0,2 % zaockované bakterii Escherichia coli po 7 dnech skladovani.

Antimikrobidlni ochrana byla posouzena i u sady vzorku pletovych vod s upravenym pH
na hodnotu 7. Zde byla jiz od pocatku predpokladand vyssi nachylnost k pomnoZovani
mikroorganizmt, protoze pH 7 ptfedstavuje optimum pro rist bakterii. Vysledky logarit-

mického snizeni jsou zaznamendny v Tab. 11.

Tab. 11. Hodnoty logaritmického snizeni pro vzorky pletové vody o pH 7 s MAG

Antimik- Mikroorganizmus
robn litka Koncentrace EC SA PA
R, Ris | Ry R, Ris | Ry R, Ris | Ry
bez AL — -3 -2 -1 3 4 7 7 7 7
MAG C10:0 1 4 7 3 4 7 7 7 7
MAG C11:0 20 0 3 7 3 7 7 7 7 7
MAG C12:0 1 3 7 4 7 7 7 7 7

Po porovnani s minimalnimi hodnotami pozadovanymi pro hodnoceni kritéria A bylo zjis-
téno, ze kritéria A spliiuji vSechny vzorky pletovych vod zaockované bakteriemi Staphylo-
coccus aureus subsp. aureus a Pseudomonas aeruginosa. Kritéria A dale spliovaly pleto-
vé vody s obsahem monoacylglycerolt po 14 a 28 dnech skladovani. Naproti tomu vSech-
ny vzorky s monoacylglyceroly, zaoCkované bakterii Escherichia coli, nesplnily dané kri-
terium po 7 dnech skladovéni. Ackoli po 14 a 28 dnech skladovani jiz hodnoty vyhovovaly

danému kritériu, tento vzorek nebyl povazovan za dostatecné chranény. V tomto piipadé
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by se mohla zvazit existence faktorii nesouvisejici se slozenim. Dale jako bezprostfedné
nevyhovujici byl vyhodnocen vzorek pletové vody bez obsahu antimikrobni latky zaocko-
vané bakterii Escherichia coli, ktery vykazoval zdporné hodnoty snizeni, tedy naopak do-
Slo ke zvyseni poctu bunék ve vzorku. Pocet bun¢k byl vyssi nez pocatecni pocet po celou
dobu skladovani, avSak po 14 dnech se pocet mirn¢ snizoval, nedochdzelo tedy k dalsimu

pomnoZzovani.

Z uvedeného lze konstatovat, Ze monoacylglyceroly, ackoliv mély slabsi antimikrobni
ucinky nez parabeny, predstavovaly G¢innou formu antimikrobidlni ochrany kosmetickych
pripravkil. S ohledem na ochranu spotiebitele a pfedchazeni nezadoucim koznim reakcim,
by tak mohly byt jakousi alternativou pouziti parabent jako antimikrobidlnich pfisad.
Komplexni zhodnoceni pouziti monoacylglycerolii v kosmetice by mohlo byt podpoteno
experimentem, ktery by se zabyval ovéfovanim u¢inku monoacylglyceroll v kosmetickych
prostfedcich také na kvasinky a plisn€, a zkousenim kombinace monoacylglycerolli pro

zajisténi Sirsiho spektra plisobeni.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo ovéteni antimikrobni aktivity monoacylglycerolll a parabenti

na bakterie v pfipraveném modelovém vzorku pletové vody. Testovani bylo provedeno

metodou dlouhodobého zatézového testu ucinnosti konzervace. Pro zkouSeni uc¢innosti

jednotlivych antimikrobnich latek 1 jinou metodou byla jako dopliitkovd metoda pouzita

metoda méfeni optické denzity. Dosazené vysledky antimikrobni aktivity jednotlivych 1a-

tek byly shrnuty a popsany nasledovné:

Antimikrobni aktivita monoacylglyceroll je vyluéné spojend s navazanym typem
mastné kyseliny.

Zakladni formulace pletové vody vykazovala jisté antimikrobidlni uc¢inky. Pti¢inou
antimikrobnich vlastnosti byl obsah tenzidi a nizsi pH, které ov§em bylo kompati-
bilni s pH pokozky.

Nejlepsich uc¢inki dosahovaly vSechny testované monoacylglyceroly (MAGcio.,
MAGci10 @ MAGci20) v pletovych vodach s pH 5,6 i v pletovych vodach s pH 7
na gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa

Gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa byla nejvice citliva ze vsech tes-
tovanych bakterii na samotné slozeni pletové vody.

Nejhorsi t¢innost vykazovaly v§echny studované monoacylglyceroly na gramnega-
tivni bakterii Escherichia coli v pletové vodé s pH 5,6 1 pH 7.

V pletovych vodach s pH 5,6 riist gramnegativni bakterie Escherichia coli nejlépe
inhiboval MAG kyseliny undekanové (MAGci.0). V pletovych vodach s pH 7 pak
nejlepsi ucinky na tuto bakterii vykazoval MAG kyseliny kaprinové (MAGci-o)-
Rust grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus nejlépe potlacovaly MAG ky-
seliny undekanové (MAGc1.0) a MAG kyseliny laurové (MAGciz:0) v pletové vo-
dé spHS5,61spH 7.

Nejméné ucinnym monoacylglycerolem vaci riistu grampozitivni bakterie Staphy-
lococcus aureus v pletové vodé s pH 5,6 i pH 7 byl MAG kyseliny kaprinové
(MAGci00)-

Nejucinngjsi testovanou antimikrobni latkou byl methylparaben. Methylparaben
vykazoval nejlep$i antimikrobni aktivitu vi¢i vSem testovanym bakteriim.
Ve vSech vzorcich pletovych vod s obsahem methylparabenu byla zaznamenana

kompletni inhibice jiz po 7 dnech skladovani.
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e Propylparaben vykazoval vyborné antimikrobni G¢inky vici Pseudomonas aerugi-
nosa a Staphylococcus aureus. Naopak nejhtfe plsobil na gramnegativni bakterii
Escherichia coli v koncentraci 0,2 %. Ve stejné koncentraci byly lepsi antimikrobni
ucinky zaznamenany u MAG kyseliny kaprinové (MAGco.0) @ MAG kyseliny un-
dekanové (MAGci;.). V koncentraci 0,4 % jiz mél vyssi inhibi¢ni G¢inek nez uve-
dené MAG.

e Metodou méfeni optické denzity byly zjistény nejlepsi ucinky testovanych monoa-
cylglycerolt na gramnegativni bakterii Escherichia coli. Nejvice potlacoval rist té-
to bakterie MAG kyseliny undekanové (MAGc.).

e MAG kyseliny undekanové (MAGcii.9) v koncentraci 80 mg/l byl touto metodou
vyhodnocen jako nejvice ucinny proti gramnegativni bakterii Pseudomonas aerugi-
nosa. V koncentraci 40 mg/l byl MAG kyseliny undekanové (MAGcii.0) nejlépe
ucinny i na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus.

e Nejmensi antimikrobni aktivita vi¢i vSem bakteriim byla naméiena ve vzorcich
s MAG kyseliny laurové. V koncentraci 80 mg/l tohoto monoacylglycerolu byly
naméteny vyssi hodnoty optické denzity nez v koncentraci 40 mg/l u vSech pouzi-
tych bakterii. Pravdépodobnou pii¢inou byla schopnost bakterii vyuzivat pfi pouziti
vysSich koncentraci MAG uhlik z jejich molekuly.

e Pletové vody s pH 5,6 byly chranény pted pomnoZenim vSech testovanych mikro-
organizmtl dokonce i bez pfitomnosti antimikrobni pfisady, mikrobiologické riziko
vyrobku bylo pod kontrolou.

e Pletové vody s pH 7 byly chranény pouze pifed pomnozeni bakterii Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. Naopak ptedstavovaly nedostate¢nou ochranu
pied pomnozenim gramnegativni bakterie Escherichia coli.

e Ackoliv parabeny vykazovaly lepsi antimikrobni u¢inky nez studované monoacyl-
glyceroly, monoacylglyceroly obecné¢ vykazovaly dobré antimikrobni ucinky,
a proto by mohly byt pouzity jako antimikrobni pfisada v kosmetickych ptiprav-

cich.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AL

aw
CCM
CPM
EDTA

FDA

G+
HLB

KL

MAG
MAGci00
MAGci10
MAGci1:1
MAGci20
MAGci21
MAGci4:0
MAGci60
MAGcisqo
MBC
MIC

MP

OD

Antimikrobni latka

Vodni aktivita.

,,Czech Collection of Microorganisms* Ceska sbirka mikroorganizma.
Celkovy pocet mikroorganizmt.

Ethylendiamintetraoctova kyselina.

,,Food and Drugs Administration” Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv.
Gramnegativni bakterie.

Grampozitivni bakterie.

,,Hydrophilic-lipophilic balance* Hydrofilné-lipofilni rovnovaha.
Konzervaéni latka.

Kosmeticky prostiedek.

Monoacylglycerol.

Monoacylglycerol kyseliny kaprinové.

Monoacylglycerol kyseliny undekanové.

Monoacylglycerol kyseliny undecenové.

Monoacylglycerol kyseliny laurové.

Monoacylglycerol kyseliny dodecenové.

Monoacylglycerol kyseliny myristové.

Monoacylglycerol kyseliny palmitové.

Monoacylglycerol kyseliny stearové.

Minimalni baktericidni koncentrace.

Minimalni inhibi¢ni koncentrace.

Methylparaben.

Opticka denzita.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

91

PP Propylparaben.

Ry Logaritmické snizeni poctu bunék
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PRILOHA P I: ROZPIS VZORKU PLETOVYCH VOD

PI A. Rozpis a znaceni jednotlivych vzorki pletovych vod

Vzorek Anti{:;tillg()bni koncentrace Mikroorganizmus objem
1SAab MAGci00 20 mg/1 Staphylococcus aureus 5ml
1PAa,b MAGci0.0 20 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5 ml
1ECa,b MAGci0.0 20 mg/l Escherichia coli Sml
1K MAGci0.0 20 mg/1 - 5 ml
2SAa,b MAGci0.0 40 mg/1 Staphylococcus aureus Sml
2PAa,b MAGci00 40 mg/1 Pseudomonas aeruginosa Sml
2ECa,b MAGci0.0 40 mg/1 Escherichia coli Sml
2K MAGci0.0 40 mg/1 - 5 ml
3SAa,b MAGci00 80 mg/1 Staphylococcus aureus Sml
3PAab MAGci0.0 80 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5 ml
3ECa,b MAGcio.0 80 mg/l Escherichia coli 5ml
3K MAGcio.0 80 mg/1 -

4SAa,b MAGci1.0 20 mg/l Staphylococcus aureus 5ml
4PAa,b MAGc 1.0 20 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5 ml
4ECa,b MAGci.9 20 mg/1 Escherichia coli 5 ml
4K MAGec10 20 mg/1 - 5ml
5SAa,b MAGc10 40 mg/1 Staphylococcus aureus 5 ml
5PAa,b MAGc10 40 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5 ml
5ECa,b MAGci.9 40 mg/1 Escherichia coli 5 ml
5K MAGc 1.0 40 mg/1 - S5ml
6SAa,b MAGci.0 80 mg/1 Staphylococcus aureus Sml
6PAab MAGci1.0 80 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5 ml
6ECa,b MAGci.0 80 mg/1 Escherichia coli Sml
6K MAGc 1.0 80 mg/1 - Sml
7SAa,b MAGci2.0 20 mg/l Staphylococcus aureus 5ml
7PAa,b MAGci20 20 mg/1 Pseudomonas aeruginosa Sml
7ECa.b MAGci20 20 mg/1 Escherichia coli Sml
7K MAGci2.0 20 mg/l - 5 ml
8SAa,b MAGc120 40 mg/1 Staphylococcus aureus S5ml
8PAa,b MAGci2.0 40 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5ml
8ECa,b MAGci20 40 mg/1 Escherichia coli S5ml
8K MAGc120 40 mg/1 - 5ml




Antimikrobni

Vzorek latka koncentrace Mikroorganizmus objem
9SAa,b MAGci2.0 80 mg/1 Staphylococcus aureus 5ml
9PAa,b MAGci2.0 80 mg/1 Pseudomonas aeruginosa 5ml
9ECa,b MAGc120 80 mg/1 Escherichia coli 5ml
9K MAGci5.0 80 mg/1 -

10SAa,b Methylparaben 0,20% Staphylococcus aureus Sml
10PAa,b Methylparaben 0,20% Pseudomonas aeruginosa Sml
10ECa,b Methylparaben 0,20% Escherichia coli 5 ml
10K Methylparaben 0,20% - 5 ml
11SAab Methylparaben 0,40% Staphylococcus aureus Sml
11PAa,b Methylparaben 0,40% Pseudomonas aeruginosa Sml
11ECa,b Methylparaben 0,40% Escherichia coli 5ml
11K Methylparaben 0,40% - Sml
12SAa,b Methylparaben 0,80% Staphylococcus aureus 5 ml
12PAa,b Methylparaben 0,80% Pseudomonas aeruginosa Sml
12ECa,b Methylparaben 0,80% Escherichia coli Sml
12K Methylparaben 0,80% - Sml
13SAab Propylparaben 0,20% Staphylococcus aureus S5 ml
13PAa,b Propylparaben 0,20% Pseudomonas aeruginosa Sml
13ECa,b Propylparaben 0,20% Escherichia coli S5Sml
13K Propylparaben 0,20% - 5 ml
14SAa.b Propylparaben 0,40% Staphylococcus aureus 5ml
14PAa,b Propylparaben 0,40% Pseudomonas aeruginosa Sml
14ECa,b Propylparaben 0,40% Escherichia coli Sml
14K Propylparaben 0,40% - 5 ml
15SAa,b Propylparaben 0,80% Staphylococcus aureus 5 ml
15PAa,b Propylparaben 0,80% Pseudomonas aeruginosa Sml
15ECa,b Propylparaben 0,80% Escherichia coli Sml
15K Propylparaben 0,80% - Sml
16SAa,b - - Staphylococcus aureus 5 ml
16PAa,b - - Pseudomonas aeruginosa 5ml
16ECa,b - - Escherichia coli 5 ml
16K - - - 5 ml




PRILOHA P II: ROZHODOVACI DIAGRAM

Kosmeticky ]
vyrobek

Slozeni pripravky
ANO / 2

nepfiznivé pro
rUst mikrob(?
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\ pouziti¢ /,/
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v
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Zatézovy test pripravky

' l

Profil A Profil B PO
profil
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Zesilené foktory
kontroly?
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PRILOHA P III: HODNOTY CPM V JEDNOTLIVYCH VZORCICH
PLETOVE VODY

PIII A. Hodnoty CPM v log KTJ/ml pro vzorky pletové vody s MAG o pH 5,6 zaockované

bakterii Escherichia coli CCM 3954

Koncentrace Doba skladovani
[mg/1] [den]
0 7 14 28
Kontrola - 6,76 20,02 | 3.51=001 X X
20 676002 | 2.88=0.05 x <
MAGcioo 40 676002 | 235002 x x
80 6,76 = 0,02 x y y
20 6,76+ 0,02 | 2,91 0,09 x <
MAGeiro 40 676002 | 2.15<0.10 x x
80 6.76 % 0.02 <
20 6,76 2002 | 3.40=0.03
MAGcnzo 40 6,76 =002 | 242004 x <
80 6,76 £ 0,02 < x <

X...zadny narast, kompletni inhibice rlstu

PIII B. Hodnoty CPM v log KT.J/ml pro vzorky pletové vody s MAG o pH 5,6 zaockované

bakterii Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Koncentrace Doba skladovani
[mg/1] [den]

0 7 14 28

Kontrola 3 6.60 £ 0.06 | 3.17+0.03 X X
20 6.60+0.06 | 1.63+0,09 x <

MAGcioo 40 6.69 + 0,06 x x x
80 6.69 = 0,06 x x x

20 6.69 = 0,06 x < X

MAGci 40 6.69 + 0,06 x x x
80 6.69 = 0,06 » » »

20 6.69 = 0,06 x < X

MAGcizo 40 6.69 + 0,06 x x x
80 6.69 = 0,06 x » »

x...zadny nartst, kompletni inhibice ristu




PIII C. Hodnoty CPM v log KT.J/ml pro vzorky pletové vody s parabeny o pH 5,6 zaocko-
vané bakterii Escherichia coli CCM 3954

Koncentrace Doba skladovani

[%] [den]
0 7 14 28
Kontrola - 6,76 £0,02 | 3,51 0,03 x X
0,2 6,41 £0,04 x x x
Methylparaben 0.4 6,41+ 0,04 » » »
0,8 6,41 +0,04 X X x
0,2 6,41 +0,04 | 3,33 +0,11 x X
Propylparaben 0.4 6,41+ 0,04 9 » »
0,8 6,41 +0,04 X X X

x...zadny nartst, kompletni inhibice riistu

PIII D. Hodnoty CPM v log KTJ/ml pro vzorky pletové vody s MAG o pH 7 zaockované

bakterii Escherichia coli CCM 3954

Doba skladovani

Koncentrace
[mg/l] [den]
0 7 14 28
Kontrola - 6,64 £ 0,04 9,46 £ 0,02 8,89 + 0,00 7,83 £0,28
MAGci0:0 20 6,64 £ 0,04 6,07 £0,10 2,51 +£0,15 X
MAGci1:0 20 6,64 £ 0,04 6,20 £0,23 4,04 £0,25 X
MAGci12:0 20 6,64 £ 0,04 5,74 £ 0,07 3,60 £ 0,04 X

x...zadny nartst, kompletni inhibice ristu

PIII E. Hodnoty CPM v log KTJ/ml pro vzorky pletové vody s MAG o pH 7 zaockované

bakterii Staphylococcus aureus subsp. aureus CCM 3953

Koncentrace Doba skladovani
[mg/l] [den]
0 7 14 28
Kontrola - 6,53 +£0,01 5,55 +0,03 3,67 +0,03 X
MAGci9:0 20 6,53 +0,01 3,25+0,02 2,54 £0,03 X
MAGeci1:0 20 6,53 +0,01 3,06 £ 0,09 X X
MAGc12:0 20 6,53 +0,01 2,82 +0,03 X X

X...za4dny narast, kompletni inhibice ristu




