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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast bakalarské prace se zabyva problematikou iritace pokozky, jejimi projevy a
teoretickymi modely. Dale popisuje vliv surfaktantd na pokozku a predpokladané
mechanismy jejich vzéjemnych interakci. Soucasti kapitoly je i charakteristika jednotlivych
zastupct surfaktantli zvolenych pro praktickou cast této prace. Posledni kapitoly reserSni
¢asti jsou vénovany klasifikaci in-vitro a in-vivo metod vyuzivanych ke stanoveni iritaéniho

potencialu surfaktantt.

Praktickd Cast je vuvodu zaméfena na charakterizaci roztokd vybranych surfaktanti,
pripadné jejich smési, zahrnujici stanoveni kritické micelarni koncentrace smésnych micel,
velikosti a naboje micelarnich agregatl. Sté€Zejni cast se vénuje in-vitro testovani iritaéniho
potencialu pfipravenych roztoki surfaktantli a vybranych komercnich vzorkli oplachové

kosmetiky s vyuzitim kukuti¢ného proteinu zeinu a hovéziho sérového albuminu.

Kli¢ova slova: iritace, hovézi sérovy albumin, pH, solubilizace, surfaktant, zein

ABSTRACT

The theoretical part of the bachelor thesis deals with the issue of skin irritation, its
manifestations, and theoretical models. It also describes the effect of surfactants on skin, and
the presumed mechanisms of their mutual interaction. This chapter also includes the
characterization of individual surfactant representatives that were selected for the practical
part of the bachelor thesis. The last chapters of the research section are devoted to the

classification of in-vitro and in-vivo methods for assessing irritation potential of surfactants.

The practical part is initially focused on the identification of selected surfactant solutions,
eventually their mixtures, including the evaluation of critical micelle concentration of mixed
micelle systems, as well as size and charge of micellar aggregates. The crucial part is
dedicated to in-vitro assessing of irritation potential of prepared surfactant solutions and
selected commercial samples of rinse-off cosmetics using zein protein and bovine serum

albumin.

Keywords: irritation, bovine serum albumin, pH, solubilization, surfactant, zein protein
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UvVOD

Surfaktanty, latky s povrchovou aktivitou, patfi mezi nejcastéjsi slozky kosmetickych
ptipravki, kde zajistuji detergencni Ucinky, pénivost, ale sou¢asné¢ mohou slouzit jako
emulgatory a stabilizatory. Oplachova kosmetika je kazdodenni soucésti naSich zivotu,
jejimz hlavnim tcelem je odstranovani necistot z povrchu pokozky téla a vlast. Na druhou
stranu se v disledku ¢astého pouzivani téchto ptipravkii mohou objevit i neptiznivé projevy
v podobé iritace pokozky, jejiz hlavnimi pfiznaky jsou pak pocity suchosti, svédéni a vznik

erytému.

Z téchto duvodi je v poslednich letech slozeni kosmetiky vénovana znacnéa pozornost a jsou
hledany rtzné strategie, jak zmirnit pfipadnou miru drazdivosti jejich slozek. Iritacni
potencidl surfaktantli, vyjadiujici miru neptiznivych ucinkt, lze stanovit in-vivo metodami
provadénymi na pokozce dobrovolnikl. Byly ale také vyvinuty in-vitro metody, vyuzivajici
proteiny s vlastnostmi podobnymi slozkam pokozky. Jako ptiklad Ize uvést kukufi¢ny
protein zein, ktery se po interakci s danym surfaktantem stanovi spektrofotometricky nebo
gravimetricky. Druhym proteinem, prostfednictvim néjz je mozno iritacni potencial testovat,
je hovézi sérovy albumin, ktery slouzi ke zhodnoceni zmény pH po interakci s vodnym

roztokem surfaktantu.

Cilem piredlozené bakalarské prace bylo ovéfit vhodnost in-vitro metod vyuzivajicich
zminéné proteiny pro testovani vybranych vzorkt, zahrnujicich nejen jednotlivé surfaktanty
bézné se vyskytujici v kosmetickych pfipravcich, ale i konkrétni komeréni produkty

oplachové kosmetiky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 IRITACE POKOZKY

Iritaci pokozky lze chépat jako jeji reakci na chemické latky, zranéni nebo vliv prostedi,
ktera se projevuje vizualnimi nebo senzorickymi zménami [1, s. 233]. Kromé surfaktantii a
dalsich slozek kosmetickych ptipravkii maji na stav pokozky vliv i dalsi faktory, jako je vék,
genetika, vyziva a pocasi. V tomto piipadé mlze pouziti surfaktanti s vysokym iritacnim

potencidlem stav pokozky jesté vyznamné zhorsit [2, s. 20].

1.1 Projevy iritace pokozky

Mezi hlavni projevy iritace pokozky patii erytém (zaCervenani pokozky) a pocit svédéni,
zpisobené poskozenim kozni bariéry [2, s. 20]. Ve svrchnich vrstvach pokozky dochazi
casto k senzorické iritaci, poskozeni svrchni vrstvy koznich bun¢k a nadmérné hydrataci
stratum corneum. Nasledné mize dojit i k projeviim iritace v hlub$ich vrstvach kiize, a to
zejména v piipadech, kdy je jiz vrstva stratum corneum poruSena nebo pii delSim a

intenzivnéj$im kontaktu s iritantem [1, s. 235].

Senzorickd forma iritace zahrnuje nepifijemné pocity na pokoZzce, jako je suchost, pocity
svédéni a paleni. Tyto projevy patfi mezi hlavni reakce na iritanty, ovSem jejich
mechanismus neni jednozna¢ny. Hlavni roli zde pravdépodobné hraje hormon histamin,
ktery dokéaze stimulovat nervova vldkna (skupiny C) neobalend myelinem a navodit tak
svédivy pocit. Stimulaci vétsiho poctu nervovych vldken dochdzi az k pocitu pichlavosti
[1, s. 235]. Povrch iritované pokozky miize byt hruby s vyskytem Supinek. Avsak suchost
pokozky nemusi byt vzdy spojena s iritaci, vliv maji 1 alkoholy obsazené v kosmetickém
ptipravku nebo studeny a suchy vzduch [2, s. 20]. Proniknutim surfaktanti do epidermis
dochdzi k uvolnéni zanétlivych signalnich molekul (cytokinini), které zplisobi zanét a
hyperproliferaci bun¢k epidermis. Nasledné dochazi k odlupovani a praskani pokozky, coz

dale vede k usnadnéni pronikani tenzidu do hlubSich vrstev epidermis [3, s. 696].

Studiem poruSeni svrchni vrstvy koZnich bun€k se =zabyvd squamometrie a
corneosurfometrie. Pii kontaktu s iritantem mitize dojit k rozpadu tkané¢ korneocytli na

jednotlivé buiiky, coz lze zhodnotit pod mikroskopem [1, s. 236].

Nadmérna hydratace stratum corneum, zptisobenéa kontaktem vodného roztoku anionického
surfaktantu s pokozkou, miize vést az kjejimu otoku. Divodem je pomérné vyrazna
interakce a vazba hydrofobni ¢asti molekuly anionického surfaktantu se stratum corneum.

Zaporn¢ nabité hydrofilni skupiny se odpuzuji, coz zplsobuje vypuzeni pfirozenych
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hydrata¢nich faktorti (natural moisturizing factors, NMF) z pokozky a ztratu hydratace, ktera
se nasledné projevuje napnutim a hrubosti pokozky. Neionické a kationické tenzidy otoky
nezpusobuji, pfestoze spadaji mezi iritanty [1, s. 236]. K napnuti dochazi po rychlém
odpateni vody z pokozky, zpisobeném botnanim vrstev epidermis, z nichz se pak snadnéji

voda odpaiuje. Vysledkem je nizsi obsah vody nez pted pouzitim surfaktantu [2, s. 20].

Typ a intenzita odezvy na dany podnét a potencidlni podrazdéni jsou vyrazné ovlivnény
stavem pokozky a konkrétnim mistem. PokoZka na riznych ¢astech téla mize na stejny typ
iritantu reagovat s riznou intenzitou. Nejvétsi citlivost byla po kontaktu s lauryl sulfatem
sodnym prokazana v oblasti stehna, zatimco nejméné citlivymi byly dlané. Tyto rozdily
souviseji s faktem, jak snadno mohou molekuly difundovat skrze stratum corneum nebo s
riznou velikosti koznich bun¢k v dané oblasti. Ve studii provedené Rougierem a kol. byla
také prokézéana korelace mezi propustnosti pokozky pro vodu a absorpci hydrofobnich

molekul (kyselina benzoova, acetylsalicylova) [1, s. 237].

1.2 Teoretické modely iritace

Teoretické modely iritace slouZzi k lepSimu porozuméni typiim a mechanismiim podrazdéni
pokozky. Byly vyvinuty jak in-vitro, tykajici se prostfedi mimo zivy organismus, tak in-vivo
modely vyuzivajici substraty s charakteristikami odpovidajicimi vlastnostem pokozky

[1,s. 233].

Maltentv teoreticky model iritace predpokldda, Ze k viditelnému poskozeni pokozky
dochazi po ptekroceni prahové koncentrace. Pozorovatelné klinické ptiznaky mohou vznikat
v disledku jednoho vyznamnéjs$iho podnétu (Obrazek 1a), ¢i série mensich podnétt, které
se kumuluji (Obrazek 1b). Jakmile dojde k obnové kozni tkan€, dochazi ke snizeni intenzity

pod dany préh a klinické projevy iritace mizi [1, s. 233].
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Intenzita poranéni
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Obrézek 1 Graf znazoriiujici Maltentliv teoreticky model iritace, upraveno dle [1]

V podstaté lze predpokladat, Zze pokozka muze reagovat diive, nez se objevi klinické
ptiznaky. Tato teorie je zdkladem jevu nazvaného jako ,neviditelnd dermatdza®, ktery
popisuje potencidlni iritaci pokozky neprojevujici se viditelnymi znaky na povrchu, ptestoze
k poruseni kozni tkané€ doslo. Diikkazem této teorie byl vyskyt nabotnalych keratinocyti a
mezibunéénych prostort naplnénych tekutinou pii plisobeni 0,5% roztoku sodium lauryl
sulfatu (SLS) na pokozku po dobu 24 hodin, pfestoze nedoslo k zarudnuti pokozky a iritace
se neprojevila ani zménami tkané. Z tohoto vyzkumu lze vyvodit, ze poskozena pokozka je
vuci iritantim mnohem vice responzivni. Soucasné se iritace takto poskozené pokozky

projevi i po mens$i mife zasahu [1, s. 234, 235].

Freemanovd a Maibach tuto studii podpofili stanovenim transepidermdlni ztraty vody
(TEWL) po provedeni tzv. patch testu (viz Kapitola 3.1). Stejné misto pokozky bylo ve
dvoutydennim rozmezi oSetfeno 2% roztokem SLS. Po prvnim kontaktu pokozky s roztokem
doslo k obnoveni pokozky do ptivodniho stavu, ale po druhém provedeni patch testu se jiz

objevila vyraznéjsi reakce [4, s. 502].

Druhy teoreticky model iritace definuje charakteristické odpovédi jednotlivych vrstev kiize
na pusobeni iritantu (Obrazek 2). PoSkozeni epidermis a stratum corneum se projevuje
senzorickou iritaci a suchosti. Pii poSkozeni hlubSich vrstev klze, dermis, dochazi

ke zvyseni prokrveni a zarudnuti (erytém) [1, s. 235].
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Pro normélni pokozku

\

[

Metoda

Ovlivnéna vrstva
kaze

Vizualni
hodnoceni

Pristrojové
hodnoceni

Senzorické
hodnoceni

Pocitové mékka,

Krétké omyt Povrch Ne Vodivost ; ;
Normalni omyti napnuta a sucha
Prehnané omyti Vodivost

Kratké myti (10 sekund) Stratum Test s lepici paskou | Pocitové sucha,
Ponechani pény na pokozce | Gorooim Suchost Obrazova analyza | svédiva
Opakovani 4 krat za den Fotografie

po dobu nékolika dni

Prodlouzené omvti

DelS$i myti (>1 minutu) o )
Okamiit}é myti ) TEWL* ZOflzonve; §ucha,
Opakovanl 4 Krat za’den Povrch a3 Erytém Kolorimetr aruanuta

po do_b u r}ekollka dni dermis Suchost Laser Doppler

Uzavreny patch test Vodivost

Okluzivni ,patching”
odpovidajicich objektl na
>24 hodin

*TEWL: Transepidermalni ztrata vody

Zvysena intenzita oSetreni

Obrazek 2 Odezvy kiize na plisobeni kosmetického ptipravku, upraveno dle [1]
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2 PUSOBENI SURFAKTANTU NA POKOZKU

Surfaktanty neboli tenzidy, lze definovat jako latky s povrchovou aktivitou, tedy latky
schopné snizit volnou mezifazovou energii soustavy. Jedna se o slouceniny organického

puvodu tvofené molekulami s tzv. amfifilni strukturou [5, s. 19].

2.1 Struktura molekuly surfaktantu

Amfifilni struktura molekuly je tvofena dvéma charakteristickymi ¢astmi — hydrofilni a
hydrofobni (Obrazek 3). Hydrofilni ¢ast mze byt tvofena anionickou, kationickou,
amfoterni nebo neionickou skupinou a podle jejiho typu lze tenzidy klasifikovat na
anionické, kationické, amfoterni a neionické. Hydrofobni ¢ast pak nejCastéji tvoii
uhlovodikovy zbytek (alkyl), jehoz soucéasti miize byt i aromatické jadro (alkylaryl).
Charakteristickou délkou uhlovodikového zbytku je u vétSiny tenzidii fetézec tvofeny 12 az

18 uhliky [5, s. 19].

hydrofilni ¢ast

hydrofobni ¢ast

Obrazek 3 Zjednodusené znazornéni molekuly s amfifilni
strukturou, vlastni zdroj

2.2 Vlastnosti surfaktantu

Klicovou roli pro chovani a vlastnosti tenzidii hraje pravé zminéna amfifilni struktura.
Hydrofilni ¢ast totiz molekuly vody pfitahuje, na rozdil od hydrofobni casti, ktera je
odpuzuje. Molekuly surfaktantu jsou tak schopny adsorpce na fazové rozhrani a nasledné
tvorby micelarnich agregatt. Ke tvorbé micel dochazi pouze pii dosazeni kritické micelarni
koncentrace [5, s. 21, 22]. Dalsi dulezitou vlastnosti surfaktant( je jejich rozpustnost ve
vode. Ta je ovliviiovana prevazné typem hydrofilni ¢asti molekuly. Hrani¢ni hodnotou
rozpustnosti je tzv. Kraftiv bod, ktery udava hodnotu teploty, pii které zacne gradient
rozpustnosti vyrazné rist v souvislosti se vznikem micel. Tenzidy, obsahujici ve své
molekule ionické skupiny, se ve vodé rozpoustéji stejnym mechanismem jako iontové
slou€eniny a jejich rozpustnost ve vétsing piipada klesa s rostouci délkou hydrofobni ¢asti

molekuly. Rozpustnost neionickych tenzidl kles4 s rostouci teplotou, coz je zptisobeno
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existenci vodikovych mistkii mezi atomy vodiku molekul vody a kyslikovymi atomy

pritomnymi ve struktuie neionického tenzidu [5, s. 45-47].

2.3 Interakce surfaktanti s pokozkou

Pti kontaktu surfaktanti a dalSich potencialnich iritanti s pokozkou dochazi nejprve
k interakci s vrstvou stratum corneum, v niz se také projevi prvni odezvy [1, s. 235]. Ze
studii vyplyva, Ze iritaci zplsobuji prevazné surfaktanty schopné interagovat s koznimi
proteiny [2, s. 16]. Védci prepokladaji, ze k iritaci dochdzi pouze pokud tenzid pronikne skrz
ostnitou vrstvu epidermis do hlubsich vrstev. Divodem je 100 krat vétsi odolnost ostnité
vrstvy nez odolnost pfedstavend vrstvami obsahujici zivé korneocyty [6, s. 12]. Interakci
tenzidii s pokozkou lze vysvétlit pomoci modelit popisujicich mechanismy priniku do

pokozky [7, s. 90].

2.3.1 Monomerni model priniku do pokozky

Tento model, patfici mezi nejcastéji piijimané teorie, predpoklada, ze pravé jednotlivé
molekuly surfaktanti mohou pronikat do pokozky. Diivodem je jejich mens$i rozmér a
povrchova aktivita, diky ¢emuz pronikaji do pokozky snaze nez micelarni agregaty, které
mohou byt pro penetraci ptili§ velké. V dusledku penetrace molekul povrchové aktivnich
latek do pokozky nasledn¢ mtze dojit k iritaci. Hrani¢ni hodnotou pro tento typ penetrace je
kriticka micelarni koncentrace (CMC), ktera udava maximalni koncentraci tenzidu, kdy se
surfaktant v roztoku vyskytuje ve formé€ monomeru a prostupuje snadno do pokozky. I ptes
tuto skutecnost ale byly ziskany diikazy o podrazdéni pokozky po piekro¢eni CMC, coz

vedlo k zavedeni jiné teorie, tzv. micelarniho modelu penetrace pokozky [7, s. 90].

2.3.2 Micelarni model priiniku do pokozky

Tento model popisuje mechanismus priniku do pokozky vice komplexné. DosaZenim
kritické micelarni koncentrace dochéazi ke snizeni povrchové aktivity monomeru tenzidu.
Jak uz bylo zminéno, micely obecné nesnadno pronikaji do pokozky, kvili své velikosti
[7, s. 91]. AvSak u micel dostatecné malych rozmért, které jsou tvofeny néckterymi
anionickymi tenzidy, 1ze prinik do pokozky ocekavat. Stabilita proslych micel neni pfili$
vysokd a dochdzi k rozpadu na jednotlivé molekuly surfaktanti [8, s. 8]. Piestoze je
penetrace micely do pokozky méné pravdépodobnad, ve studii provedené Moorem a kol. byla
prokézéana linedrni zavislost mezi rostouci koncentraci sodium dodecyl sulfatu (SDS)

v roztoku, ktery pfiSel do kontaktu s pokozkou, a zvySujicim se mnoZzstvim SDS
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detekovaném v pokozce. V rameci studia micelarniho modelu je nutno vzit v potaz velikost
micelarnich agregétli v souvislosti s primérem péru v kozni bariéte. Z toho divodu byl
sledovan vliv ptidavku polyethylenoxidu (PEO) do roztoku SDS, pticemz doslo k vzajemné
interakci obou slozek a vzniku komplexti vétSich nez vykazuji samotné micely SDS.
Dusledkem bylo sniZeni potencidlu priniku komplexti do pokozky. Obdobnych vysledkt
bylo dosazeno i pfidanim neionického surfaktantu s obsahem jednotek ethylenoxidu PEO
[7,s.91; 9, s.33-39]. Dalsi studie autorit Ananthapadmanabhan a kol. se zabyvala interakci
SCI s proteiny pokozky. Bylo zji§téno, Ze hodnota kritické micelarni koncentrace SCI je
niz8i nez hodnota CMC dodecyl sulfatu sodného a vaze se na proteiny asi o 1/5 méné nez

SDS, pfi stejnych podminkach a dob€ pisobeni [7, s. 92].

2.3.3 Model korelace hustoty naboje

Monomerni model popisuje prinik pokozkou pouze z kratkodobého hlediska. K popisu
dlouhodobé penetrace pokozky slouzi model zabyvajici se poSkozenim kozni bariéry
navazanim anionického surfaktantu na kozni proteiny. Nésledné¢ dochézi ke zvySeni ndboje
proteinu a botnani pokozky, coz vede ke zvysSeni pravdépodobnosti penetrace i pro micelarni
agregaty. Existuje tak souvislost mezi mirou negativniho naboje surfaktantu a mirou vazby

na proteiny [7, s. 92; 10, s. 3647].

2.4 Interakce surfaktanu s proteiny a lipidy

Proteiny jsou polymerni latky tvofené aminokyselinami, které obsahuji polarni a nepolarni
skupiny, a tvofi az 40 % hmoty stratum corneum. Anionické tenzidy jsou schopny vytvofit
elektrostatickou vazbu mezi negativné nabitou skupinou surfaktantu a kladné€ nabitou
skupinou aminokyseliny proteinu [7, s. 92, 93]. Interakce tenzidu s proteinem klesa
s rostouci velikosti hydrofilni ¢asti tenzidu. Vazba na protein klesa v fad¢ anionickych
surfaktantli: sodium dodecyl sulfate nebo sodium laurate > monoalkyl fosfaty > sodium
cocoyl isethionate [2, s. 18]. Neionické surfaktanty nejsou schopny tvorby elektrostatickych
vazeb, ale mize dochdzet ke vzniku kooperativni vazby mezi micelou a proteinem.
Vysledkem je rozbaleni proteinu a ztrata jeho sekundéarni struktury. Kombinaci anionického
a neionického surfaktantu dochdzi ke snizeni hustoty naboje na povrchu smésné micely a

poklesu elektrostatickych interakei s proteiny [7, s. 93].

Lipidy jsou jednou z hlavnich slozek kozni bariéry. Zménou jejich uspotfaddani ve stratum

corneum muze dojit ke znacnému sniZzeni uCinnosti této bariéry pii ochrané pokozky
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[7, s. 93]. Jak jiz bylo zmin€no, anionické surfaktanty jsou na rozdil od ostatnich tenzida
schopny vazby s proteiny. Amfoterni a neionické surfaktanty jsou pak spojovany predev§im
se solubilizaci lipida [3, s. 698]. V koncentracich blizkych CMC surfaktantu mize dochazet
k uzavirani lipidit do vzniklych miceldrnich agregati, vedoucimu k jejich odstranéni ze
stratum corneum. Tento jev byl potvrzen studii, kterd sledovala tbytek lipidii v pokozce po
expozici roztoku SDS s koncentraci vyssi nez jeho CMC [11, s. 341]. Soucasné¢ se
surfaktanty obsahujici nabité skupiny v molekule mohou vazat na lipidovou dvojvrstvu ve
stratum corneum a ménit jeji organizaci, coz nésledné¢ vede ke zvySeni propustnosti a
destabilizaci [2, s. 18]. Bylo také prokézano, ze rtizné surfaktanty mohou odstraiiovat rizné

typy lipidi [7, s. 94].

2.5 Moznosti sniZeni iritace zpusobené surfaktanty

Vzhledem ke kazdodennimu pouzivani oplachové kosmetiky obsahujici surfaktanty je
problematika potencidlni iritace velmi dualezitym a diskutovanym tématem piimo
souvisejicim se zachovanim zdravé pokozky. Primdrni slozky oplachové kosmetiky tvofi
nejcastéji anionické tenzidy v kombinaci s amfoternim nebo neionickym zastupcem. Praveé
kombinace anionickych surfaktantt s jinymi tenzidy ptedstavuje jednu z moznosti snizeni
iritacniho potencialu vii¢i pokozce. Dllezitym parametrem je v tomto pfipadé jejich pomér
ve slozeni kosmetického piipravku [7, s. 94]. Diavodem ptiznivého vlivu kombinace
anionického a amfoterniho nebo neionického surfaktantu mize byt snizeni hustoty ndboje a
stabilizace micel tvofenych pouze anionickymi monomery, zabranujici tak rozpadu agregatt
a penetraci do pokozky [3, s. 697]. Dalsi moznosti je ptidavek polymernich slou¢enin, které
dokazi ovlivnit prichod micel do pokozky (viz Kapitola 2.3.2). Naptiklad kombinaci
hydrofobné modifikovaného polymeru se surfaktantem dochazi k jejich agregaci vedouci ke

snizeni iritace [7, s. 94, 95].

Soucasti formulace jsou casto hydratacni ptisady, které by mély vyvazovat vysuseni
pokozky zpusobené surfaktanty. Jednotlivé skupiny hydrata¢nich latek puasobi proti
vysouSeni pokozky riznymi mechanismy. Naptiklad emolienty mohou pronikat do pokozky
a hydratovat hlubsi vrstvy, soucasné tak existuje moznost, ze zabranuji interakci proteint
pokozky se surfaktanty. Jednou z nejéastéji vyuzivanych hydratac¢nich slozek je glycerol,
jehozZ nevyhodou je vysoka rozpustnost ve vodé€. Diisledkem je tak odplaveni glycerolu pti

oplachovani pokozky [3, s. 699; 7, s. 95].
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2.6 Charakteristika vybranych zastupci surfaktanta

Pro experimentdlni ¢ast této bakalarské prace byli vybrani zastupci raznych skupin
surfaktanti, a to klasické anionické, které jsou obecné povazovany za silnéjsi iritanty, dale
pak anionické tenzidy s mustky, jeden zéstupce amfoternich surfaktantti, a dva neionické

surfaktanty, u nichz jsou deklarovany mirnéjsi u¢inky na pokozku.

2.6.1 Sodium dodecyl sulfate

Laurylsulfat sodny, dle INCI oznacovéan jako sodium lauryl sulfate (SLS), je anionicky
tenzid Casto uzivany v oplachové kosmetice. Jeho molekula je tvoiena hydrofilni sulfatovou
skupinou se sodnym protiiontem a hydrofobnim uhlovodikovym fetézcem o délce 12 uhlikt,
jedna se tedy o sodnou sl alkylsiranu (Obrazek 4). Je dobfe rozpustny ve vodé a
v koncentraci nad 30 % tvoii gely, avSak je pomérné citlivy na tvrdou vodu. V kosmetickych
pripravcich ma vhodné pénici, smaceci a detergencni vlastnosti a je ¢asto vyuzivan jako

primarni ingredience Samponti v kombinaci s amfoternimi tenzidy [5, s. 164].

Obrazek 4 Strukturni vzorec SDS, vlastni zdroj
2.6.2 Sodium laureth sulfate

Laurethsulfat sodny, v INCI oznacovan jako sodium laureth sulfate (SLES), je anionicky
surfaktant s podobnou molekularni strukturou jako SDS. Ve své molekule vSak obsahuje
krom& hydrofilni sulfatové skupiny a hydrofobniho uhlovodikového fetézce navic
tzv. mistek, tvofeny ethylenoxidovymi jednotkami (EO) (Obrazek 5). Mezi jeho vyznamné
vlastnosti patfi vyssi rozpustnost oproti nemustkované formé molekuly, detergencni
schopnost ve tvrdé vodé a niz8i drazdivost k pokoZce. Obdobné jako SDS mé vybornou
pénici a emulgacni schopnost, proto je SLES ¢asto vyuzivan jako nahrada alkylsulfati

v oplachové kosmetice [5, s. 166].

Obrazek 5 Strukturni vzorec SLES, vlastni zdroj
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2.6.3 Sodium coco sulfate

Dalsim vybranym zéastupcem anionickych surfaktanti je kokosulfat sodny, dle INCI
oznacovan jako sodium coco sulfate (SCS). V molekule obsahuje, obdobné jako u SDS,
hydrofilni sulfatovou skupinu. Hydrofobni fetézec je tvofen smési mastnych alkohold,
ziskdvanych z kokosového oleje, na rozdil od SDS, pro jehoz vyrobu je vyuzivan pouze
lauryl alkohol. Ma obdobné vlastnosti jako jeho syntetickd verze, ale diky svému

rostlinnému ptivodu piisobi na pokozku mirnéji [12, s. 127].

2.6.4 Sodium dodecylbenzene sulfonate

Dodecylbenzensulfonat sodny (SDBS) je anionickym zastupcem tenzidd, jejichz hydrofilni
¢ast je tvorena sulfonatovou skupinou. Uhlovodikovy fetézec o délce 12 uhlikli obsahuje
navic 1 benzenov¢ jadro (Obrazek 6). Jedna se o druhy nejvice produkovany tenzid ve svéte
z divodu snadné vyroby a stability dodecylbenzensulfonové kyseliny pifi transportu.
V kyselém ani zasaditém prostiedi nehydrolyzuje a je rozpustny ve vodé. M4 optimalni
pénici, smaceci i detergencni schopnosti. SDBS nepatii mezi vhodné ingredience oplachové
kosmetiky, z divodu vysoké drazdivosti viici kuzi, Castéji byva vyuzivan v praskovych
pracich prostfedcich [5, s. 175, 176]. VnaSi praci byl vybran jako reprezentant

s deklarovanymi hor§imi dermatologickymi vlastnostmi.

H,C

/7 Na*
170"
(0]

Obrazek 6 Strukturni vzorec SDBS, vlastni zdroj
2.6.5 Sodium cocoyl isethionate

Jedna se o anionicky tenzid, v INCI oznacovan jako sodium cocoyl isethionate (SCI), jehoz
molekula je tvofena 2-hydroxyethansulfonatem sodnym a mastnymi alkoholy ziskdvanymi
z kokosového oleje (Obrazek 7). Je Spatné rozpustny ve studené vodé a hydrolyzuje
v kyselém a alkalickém prostfedi. Ma dobré pénici vlastnosti a schopnost dispergovat
vapenata mydla. SCI je vhodnou ingredienci toaletnich mydel, jeho SirSimu vyuziti ovSem

brani jeho vysoké cena [5, s. 184].
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CH,

Obrazek 7 Strukturni vzorec SCI, vlastni zdroj

2.6.6 Cocamidopropyl betaine

Kokamidopropyl betain, v INCI oznafovan jako cocamidopropyl betaine (CAPB), je
vyznamnym zastupcem amfoternich surfaktantti. Amfoterni jednotku molekuly CAPB tvofti
karboxylovy anion a kvarterni amoniovy kation, na ktery jsou navdzany dva methylové
zbytky a propylamid kokosové mastné kyseliny (Obrazek 8). Skupina amidobetainii je
obecné stabilni pfi vS§ech hodnotach pH a kompatibilni s ostatnimi zastupci surfaktanti. Maji
dobrou detergencni, pénici a smaceci schopnost. Diky schopnosti stabilizovat pénu a snizit
drazdivost k pokozce je kokamidopropyl betain ¢asto vyuzivan v kombinaci se SLES jako

soucast vetsSiny vyrobki oplachové kosmetiky [5, s. 213].

(0]
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H /N0
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Obrazek 8 Strukturni vzorec CAPB, vlastni zdroj
2.6.7 Lauryl glucoside

Zastupcem neionickych surfaktantd je laurylglukosid (LG) s alkylovym fetézcem o délce 12
uhlika (Obrazek 9) [5, s. 226]. Lauryl glucoside je pfipravovan reakci glukdzy a mastnych
alkoholt [6, s. 1]. Je snadno rozpustny ve vodé a ma vyborné pénici schopnosti [5, s. 226].
V kosmetickych ptipravcich byva ¢asto kombinovan s anionickymi tenzidy, které zvySuji

jeho detergencni schopnost a stabilizuji pénu [6, s. 2].

Obrazek 9 Strukturni vzorec LG, vlastni zdroj
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2.6.8 Coco glucoside

Coco glucoside (CG) patii do skupiny neionickych surfaktanti se strukturou podobnou
laurylglukosidu, rozdilem je nahrazeni uhlovodikového fetézce dodecylu delsi strukturou

tvofenou mastnymi alkoholy pochézejicimi z kokosu [13, s. 857].
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3 IN-VIVO METODY STANOVENI IRITACNIHO POTENCIALU
SURFAKTANTU

Irita¢ni potencial surfaktantti Ize stanovit metodami provadénymi na pokozce dobrovolniki,
tedy in-vivo. Testovani na redlné¢ pokozce miize poskytnout vysoce relevantni vysledky,
zvlast pokud zkouSka imituje kazdodenni pouzivani oplachové kosmetiky, jako
napf. exaggerated half-face wash metoda (metoda vyuzivajici ,,pfehnané myti poloviny
obliceje®). Avsak tyto postupy mohou byt ovlivnény enviromentalnimi faktory, jako je klima
arocni obdobi, coz bylo potvrzeno naméfenim nizsi reakce na SDS v letnim obdobi ve studii,
kterou vedli Agner a Serup [1, s. 239]. Mezi dalsi in-vivo metody patii napt. uzavieny nebo

otevieny naplast'ovy, neboli patch test.

3.1 Naplast'ové testy (Patch testy)

Principem této in-vivo metody je oSetfeni pokozky dobrovolnika testovanym potencialnim
iritantem a prekryti oSetfeného mista naplasti po ur¢ity definovany casovy interval, ktery se
v riznych provedenich patch testu 1i$i. Plivodni postup zavedeny Phillipsem a kol. trval
maximalné 21 dni, ale pozdé&jsi studie provedena Burgerem a Bowmanem dokézala, ze mezi
14. a 21. dnem k vyznamnym zménadm na pokoZzce nedochdzi, tudiz byla doba plisobeni
iritantu zkracena na 14 dni. Dal$i modifikace byla zavedena Maibachem a Marzullim, ktefi
vyvinuli Human Repeated Insult Patch Test (HRIPT), spocivajici v opakovani aplikace
iritantu, vymeéné naplasti tiikrat za tyden a sou¢asném zaznamenavani vzniku potencialniho
erytému na oSetfené pokozce. Existuje i dalsi typ patch testu, ve kterém je iritant ponechan
na kizi dobrovolnika pouze do doby, kdy na jeho pokoZce vznikne erytém, maximalné ale

na dobu 4 hodin [1, s. 238].

Dalsim zptsobem provedeni patch testu je tzv. metoda mydlové komory (angl. soap chamber
test), navrzend Froschem a Kligmanem. V tomto testu figuruje panel dobrovolniki, ktefi
vykazuji vysokou citlivost pokozky a tedy i silnou odezvu pii zkousce patch testu s roztokem
SDS nebo roztokem mydla o dané koncentraci. U vybranych jedinct je nejprve 5—8% roztok
mydla aplikovan na pokozku po dobu 24 hodin. Patch test je pak zopakovan jesté Ctytikrat
se zkracenou dobou pisobeni iritantu na 6 hodin a metoda je vyhodnocena 3 dny po
poslednim zopakovani. S vyuZzitim této techniky bylo mozné rozlisit ptisobeni syntetického
detergentu obsahujiciho SCI od pouziti klasického tuhého mydla, které zptisobilo vyssi

stupen iritace. Opét byla metoda provedena i s kratSim intervalem doby plsobeni iritantu,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

pricemz vyhodnoceni provadél zkuSeny pozorovatel, popt. byl vyuzit kolorimetr nebo byla

zmeétena transepidermalni ztrata vody pomoci evaporimetru [1, s. 238-39; 14, s. 37, 38].

Na zéavér je dillezité zminit, ze provedeni patch testu nebere v potaz ostatni faktory majici
vliv na vyskyt irita¢ni reakce, proto byly postupné béhem let vyvijeny dalsi metody testovani

iritacniho potencidlu surfaktantt [1, s. 239].

Obdobou klasického patch testu je metoda oteviené aplikace, v ramci niz je pokozka
oSetfena potencialnim iritantem vystavena vnéjSim vlivim. Vysledky naméiené¢ Wilhelmem
a kol. poukazaly na rozdilnou reakci pokozky na surfaktant ziskanou uvedenymi metodami.
Zatimco uzavieny patch test vedl ke vzniku erytému, metoda oteviené aplikace zplsobila

pouze vysuSeni pokozky [1, s. 241; 15, s. 986].

3.2 Zatézové testy

Tyto metody byly vyvinuty za ucelem simulace skutecného pouzivani komercnich produktt.
Zahrnuji tak kromé iritaéniho potencidlu slozek kosmetickych ptipravkt 1 vliv dalSich

faktord souvisejicich s jejich pouzitim [1, s. 239].

Principem metody nadmérného neboli tzv. ,,pfehnaného® myti poloviny obliceje je omyvani
obliceje klasickym mydlem a syntetickym detergentem v intervalu 2 minut dvakrat denné
po dobu 4-5 dnii. Vysledky jsou nasledné stanoveny porovnanim vzniku erytému a
senzorickych projevi iritace. Na zdklad¢ této metody vznikly dalsi oplachové testy, tentokrat
provadéné na pokoZce rukou. Hlavni zmény spocivaly ve zpisobu naneseni iritantu na
pokozku, jeho pouzité formé (péna), intervalech opakovani piisobeni a definovani meze
testovani. Dusledkem zmén bylo jednodussi vyhodnoceni vysledkt testovanych vzorkd,
snizeni vlivu environmentalnich faktorti, nebo napt. moznost hodnoceni piisobeni iritantu do
vetsi hloubky pokozky [1, s. 239, 240]. Naptiklad metoda s ndzvem arm-flex wash test
sleduje vliv surfaktantu po omyti loketni jamky roztokem obsahujicim sledovany vzorek
v intervalu dvakrat denné po dobu dvou tydni. Vyhodnoceni je pak provedeno sledovanim
vizualnich zmén pokozky a subjektivnim zhodnocenim senzorickych projevl iritace

dobrovolnikem [6, s. 4].

Néekteré pracovni pozice zahrnuji cetné myti rukou, coz vede k vyssi pravdépodobnosti
vzniku iritace. Proto byly vyvinuty testy za ucelem pfiblizeni in-vivo metod redlnému
pouzivani vyrobka spotfebni chemie na bazi surfaktantli, hlavné v oblasti kvantifikace

kontaktu iritantu s pokoZkou. Jednou z metod je test opakovaného myti rukou mydlem,
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umoznujici stanovit poskozeni pokozky zplisobené pravé opakovanym kontaktem
s iritantem. Vyhodnoceni je provedeno zaskolenym pozorovatelem nebo napi. pomoci

squamometrie (viz Kapitola 1.1) [1, s. 240, 241].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

4 IN-VITRO METODY STANOVENI IRITACNIHO POTENCIALU
SURFAKTANTU

Od roku 2013 podle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 je ve statech
Evropské Unie zakazano testovat konecné kosmetické ptipravky na zvitatech. Proto byly
vynalezeny in-vitro metody testovani bezpecnosti kosmetickych ptipravki, které mohou byt
provadény napf. na umeéle vytvorenych modelech kiize, bunéénych kulturach nebo na
proteinech s vlastnostmi shodnymi s keratinem [16, s. 1933—-1934]. Mezi vhodné proteiny,
urcené na in-vitro testovani iritaniho potencialu, 1ze zahrnout zein a hovézi sérovy albumin,

které byly vyuzity pravé v ramci praktické casti této bakalarské prace.

4.1 Stanoveni iritacniho potenciilu s vyZitim zeinu

Zein je rostlinny globularni protein s vlastnostmi podobnymi proteinim obsazenym
v epidermis (keratinu). Pochazi z rostliny kukufice seté, kde se nachdzi jako zasobni protein
endospermu [17, s. 5083]. Hlavni vlastnosti zeinu, vyuzivanou v ramci testovani potencidlni
iritace vici pokozce, je jeho nerozpustnost ve vodé. Interakei tenzidu s molekulou zeinu
dojde k jeji denaturaci a zein se tak stdva rozpustnym. Iritaéni potencidl tenzidu je pak

vyhodnocen stanovenim mnozstvi rozpusténého zeinu ve vodném roztoku surfaktantu [18].

4.1.1 Princip interakce zeinu se surfaktantem ve vodném roztoku

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 2.4, anionické tenzidy jsou schopny interagovat
s globularnimi proteiny vytvorenim elektrostatické vazby mezi negativné nabitou hydrofilni
¢asti molekuly tenzidu a kladné nabitou aminovou skupinou proteinu [18]. Sou¢asné dochazi
k hydrofobnim interakcim mezi alkylovym fetézcem molekuly surfaktantu a nepolarnimi
¢astmi molekuly proteinu [17, s. 5083]. Tyto interakce zptisobuji denaturaci molekuly zeinu
a jeho solubilizaci ve vodném roztoku tenzidu [18]. S rostouci koncentraci tenzidu v roztoku
dochazi k nabotnani molekuly zeinu, ¢imz se zvySuje moznost interakce mezi témito latkami
[17, s. 5087]. V dusledku neutralizace kladnych naboji proteinu dochdzi k odpuzovani
zaporné nabitych hydrofilnich ¢asti molekul surfaktantu, coz nasledné vede k rozbaleni
proteinové struktury a usnadnéni praniku nepolarnich ¢asti molekuly tenzidu do proteinu.
Zvysovani poctu molekul anionického surfaktantu podél hydrofobniho fetézce proteinu vede
k dalSimu vzdjemnému odpuzovani a kompletnimu rozbaleni struktury proteinu

(Obrazek 10) [17, s. 5087].
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Obrazek 10 Interakce molekul SDS s fetézcem zeinu, upraveno dle [17]
4.1.2 Zein test

Zein test slouzi k vyhodnoceni mnozstvi rozpusténého zeinu v roztoku tenzidu. V ramci
testu probiha interakce mezi roztokem surfaktantu o dané koncentraci a definovanym
mnozstvim zeinu. Podminky interakce (michani, teplota) se mohou lisit, v z&vislosti na
konkrétnim testovaném vzorku. Odstiedénim je ziskan sediment zeinu, ktery v roztoku
tenzidu nebyl rozpustén, a roztok solubilizovaného zeinu v roztoku tenzidu, ktery je dale

analyzovéan [18].

Vyhodnoceni testu probiha vyjadienim mnozstvi organického dusiku, a to vétSinou pomoci
Kjeldhalovy metody, zalozené na titraci mineralizovaného vzorku, zbaveného piebyte¢ného
dusiku, pomoci hydroxidu sodného [12, s. 128]. MnozZstvi solubilizovaného zeinu lze také
vyhodnotit spektrofotometricky méfenim absorbance zfedéného roztoku obsahujiciho
rozpu$tény zein oproti roztoku tenzidu, neobsahujiciho zein, se stejnym zfedénim.
Absorbance je métfena pii vinové délce 278 nm a mnozstvi zeinu je vyhodnoceno metodou
kalibraéni piimky.

Vysledkem vyhodnoceni zein testu je tzv. zein ¢islo, které udava mnozstvi dusiku v mg
stanovené ve 100 ml vzorku [18]. Podle hodnot zein ¢isla Ize pak zhodnotit iritacni potencial
surfaktantil, a to prostfednictvim rozdéleni do skupin: silny iritant odpovidajici ZC>400,

stfedni iritant ZC 200—400, neni iritant ZC<200 [12, s. 129].
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4.1.3 Gravimetrické stanoveni solubilizovaného zeinu

V ramci gravimetrické metody interaguje zndmé mnozstvi zeinu s vodnym roztokem
surfaktantu o pfedem stanovené koncentraci za stadlého michdni po dobu jedné hodiny pii
teploté 30 °C. Roztok surfaktantu a zeinu se nasledné odstiedi, prefiltruje pres predem
zvazeny filtracni papir, nechd se vysusit ptes noc pii teploté 45 °C a nasledujici den se zvazi.
Mnozstvi rozpusténého zeinu se nasledné vypocitd pomoci pocateCni hmotnosti zeinu a
hmotnosti zeinu ziskané po interakci s tenzidem. Vysledkem je procentualni vyhodnoceni

rozpusténého zeinu ve vodném roztoku surfaktantu [18].

4.1.4 Vliv mnoZstvi zeinu na jeho rozpustnost

Vysledky metod vyuzivajicich zein ke stanoveni irita¢niho potencialu tenzidii mohou byt
ovlivnény mnozstvim zeinu vstupujiciho do interakce s tenzidem. Ze studii vyplyva, ze
s rostoucim mnozstvim zeinu pfidaného do vodného roztoku tenzidu vzrostly i vysledky zein
¢isla a gravimetricky stanoveného mnoZzstvi rozpusténého zeinu [17; 18]. Pomoci téchto
studii byla nasledné¢ stanovena minimalni koncentrace roztoku tenzidu, potiebna
k rozpusténi celkového mnozstvi zeinu ptidané¢ho do roztoku. Stanoveni vhodného poméru
vstupujiciho mnoZzstvi zeinu a koncentrace roztoku tenzidu je tedy vyznamnym faktorem

ovliviiyjicim néslednou vhodnou interpretaci vysledku jejich vzéjemné interakce [18].

4.2 Stanoveni irita¢niho potencialu s vyuZitim hovéziho sérového

albuminu

Metoda spociva ve stanoveni denaturace proteinu, zptisobené ptisobenim tenzidu, mérenim

zmény pH roztoku hovéziho sérového albuminu v roztoku stanovovaného tenzidu.

Hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA) je protein se strukturou podobnou
keratinu, diky ¢emuz lze sledovat uc¢inky tenzidi na proteiny v pokozce. Bylo prokazano, ze
interakce mezi surfaktantem a keratinem mize vést k denaturaci a-helixu keratinu
rozpletenim polypeptidového fetézce. V disledku této interakce miize pti myti pokozky

dochézet k poskozovani kozni bariéry [8].

4.2.1 Princip interakce surfaktantu s hovézim sérovym albuminem

Prestoze je makromolekula BSA stabilni, miize reagovat na rizné vlivy (pH, teplota, iontova

sila, pfitomnost surfaktant) zménou své struktury [19, s. 37]. V ramci BSA metody je
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sledovéna denaturace hovéziho sérového albuminu a zmény pH roztokl, k nimz dochézi

pusobenim roztoku surfaktantu. [8, s. 3].

Princip interakce mezi surfaktantem a BSA spociva ve schopnosti hydrofilni skupiny
anionického tenzidu vézat se nakladné nabité skupiny hovéziho sérového albuminu.
Dusledkem této vazby je vznik zaporného naboje na molekule proteinu, ktery nasledné
ptitahuje protony vyskytujici se v rozpoustédle a hodnota pH celého roztoku tak vzroste.
Zména hodnoty pH roztoku je pak piimo Umérna iritaCnimu potencialu testovaného
surfaktantu [8, s. 3]. AvSak k interakcim nedochézi pouze v ptipad¢ anionickych zastupcti
povrchové aktivnich latek. Kladné nabité hydrofilni skupiny kationickych surfaktantl se
mohou vazat na zaporné nabité skupiny molekuly BSA a tvoftit tak komplexy [19, s. 38].
Metoda je konkrétné provadéna na smési 2% roztoku hovéziho sérového albuminu a 10%
roztoku tenzidu. Dale se zméfi hodnota pH roztoku ihned po smichani a po 48 hodinach,
pficemz rozdil naméfenych hodnot pH slouZzi k vyhodnoceni iritaéniho potencialu zvoleného

tenzidu [8, s. 11; 12, s. 128].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cile této bakalatské prace zahrnuji:
- pfipravu vodnych roztokl surfaktantl, resp. jejich smési a komer¢nich vzorka

- charakterizaci téchto pfipravenych roztokt (stanoveni velikosti Castic, zeta
potencialu, kritické miceldrni koncentrace smeésnych roztoki a vyhodnoceni
penivosti)

- vyhodnoceni iritaéniho potencidlu pomoci in-vitro metod s vyuzitim kukufi¢ného

proteinu zeinu a hovéziho sérového albuminu
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6 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A METODIKA

6.1 Pouzité chemikalie

Sodium dodecyl sulfate, Sigma Aldrich

Sodium coco sulfate, Handy made

Sodium dodecylbenzene sulfonate, Sigma Aldrich
Sodium cocoyl isethionate, Handy made

Spolapon AES 242/70 (Sodium laureth sulfate), Enaspol a.s.
Coco glucoside, Handy made

Lauryl glucoside, Handy made

Flavol KDA (Cocamidopropyl betaine), Enaspol a.s.
Ethanol 96%

Zein, Sigma Aldrich

Hovézi sérovy albumin, VWR Life Science
Kyselina citronova, PENTA, s.r.o0.

Hydroxid sodny, PENTA, s.r.o.

6.2 Pouzité pristroje

Bézné laboratorni sklo

Plastové zkumavky

Exsikator, Simax

Tenziometr EasyDyne Kriis

Vahy Kern EW, Sartorius Basic
Zetasizer Malvern Nano-ZS90
Spektrofotometr UV-VIS Jasco V-750
Centrifugator Hettich D-78532 EBA 20

Magnetické michadlo Heidolph



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

Magnetické michadlo Lavat Chotutice
Magnetické michadlo Heidolph MR 1000
pH metr CPH 51

SuSarna Memmert

6.3 Testované vzorky

Celkem bylo hodnoceno 8 vzorki jednotlivych surfaktanti (viz Tabulka 1), 2 jejich smési,

a dale pak 5 komerénich vzorka oplachové kosmetiky (viz Tabulka 2).

Tabulka 1 Testované vzorky surfaktantti

Nazev surfaktantu Zkratka
(INC))

Sodium dodecylbenzene sulfonate SDBS
Sodium dodecyl sulfate SDS
Sodium coco sulfate SCS
Sodium laureth sulfate SLES
Sodium cocoyl isethionate SCI
Cocamidopropyl betaine CAPB
Lauryl glucoside LG
Coco glucoside CG
Sodium coco sulfate + Coco glucoside SCS+CG
Sodium cocoyl isethionate + Coco glucoside| SCI+CG
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Tabulka 2 Testované komercni vzorky oplachové kosmetiky

Nazev

SloZeni (INCT)

Alverde
sprchovy gel
relax

Aqua, Sodium Coco-Sulfate, Coco-glucoside, Lauryl glucoside, Maris
Sal, Aloe Barbadensis Leaf Juice, Citric Acid, Sodium Lactate,
Levulinic Acid, Glyceryl Oleate, Glycerin, Sodium Levulinate, Sodium
Anisate, Alcohol denat., Levandula Hybrida Flower Extract, Lactic
Acid, Tocopherol, Hydrogenated Palm Glycerides Citrate, Lecithin,
Ascorbyl Palmitate, Parfum, Linalool, Citronellol

Ziaja Cocoa
Butter
krémové
sprchové
mydlo

Aqua, Sodium Laureth Sulfate, Cocamidopropyl Betaine, Glycerin,
Styrene/Acrylates Copolymer, Coco-Glucoside, Panthenol, Sodium
Cocoabutteramphoacetate, Sodium Chloride, Cocamide DEA, PEG-7
Glyceryl Cocoate, Disodium EDTA, Sodium Benzoate, 2-Bromo-2-
Nitropropane-1,3-Diol, Parfum (Fragrance), Citric Acid, CI 47005, CI
16035, CI 42090

La Roche-
Posay
Effaclar
Cistici gel pro
mastnou
citlivou plet

Aqua, Sodium Laureth Sulfate, PEG-8, Coco-Betaine, Hexylene
Glycol, Sodium Chloride, PEG-120 Methyl Glucose Dioleate, Zinc
PCA, Sodium Hydroxide, Caprylyl Glycol, Citric Acid, Sodium
Benzoate, Phenoxyethanol, Parfum/Fragrance

Aqua, Sodium Laureth Sulfate, Sodium Lauryl Sulfate,
Cocamidopropyl Betaine, Sodium Chloride, Glycol Distearate,
Hexylene Glycol, Parfum/Fragrance, Cocamide MEA, Citric Acid,
Sodium Benzoate, Sodium Hydroxide, Dimethicone, Carbomer, Coco-

%ﬁtrsliff ood Betaine, Salicyl.ic Acid, Guar H}./droxypropyltr.im.onium. Chloride,
hydrataéni Menthql, Amodlmgthycone, Glycerin Perseg Gratissima Oil/Avocado
fampon Oil, Linalool, Trideceth-10, Benzyl Salicylate, Benzyl Alcohol,
Coumarin, PEG-100 Stearate, Steareth-6, Sodium Hyaluronate,
Limonene, Trideceth-3, Phenoxyethanol, Fumaric Acid, Acetic Acid,
Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil/Sunflower Seed Oil,
Rosmarinus Officinalis Leaf Extract/Rosemary Leaf Extract
Aqua, Sodium Lauryl Sulfate, Cocamidopropyl Betaine, Sodium
Old Spice Chloride, Parfum, Benzyl Alcohol, Sodium Benzoate, Sodium Citrate,
sprchovy gel a [Sodium Xylenesulfonate, Sodium Salicylate, Citric Acid, Linalool,
Sampon Disodium EDTA, Sodium Hydroxide, Hexyl Cinnamal, Citronellol, CI

42090, CI 17200

34
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natrix

-
Ol Spice

Obrazek 11 a) Alverde sprchovy gel relax, b) Ziaja Cocoa Butter krémové sprchové
mydlo, ¢) La Roche-Posay Effaclar €istici gel pro mastnou citlivou plet, d) Matrix Food
For Soft hydratacni $ampon, e) Old Spice sprchovy gel a Sampon

6.4 Tenziometrické méreni

Za ucelem stanoveni kritické micelarni koncentrace smésnych roztokdi bylo provedeno
meéfeni povrchového napéti jednotlivych vzorkt. Byly pfipraveny zasobni roztoky SCS
(sodium coco sulfate) o koncentraci 60 mmol-1" a CG (coco glucoside) o koncentraci
30 mmolI!'. Navazky pro jednotlivé roztoky byly vypo&itany dle vzorce (Rovnice 1).
Vypocitané mnozstvi surfaktantu bylo navazeno do kadinky, rozpusténo v destilované vodé
a kvantitativné prevedeno do odmérné banky o objemu 100 ml. Pfipravené roztoky
jednotlivych surfaktantli byly nasledn€ smichany a pfevedeny do odmérné baniky o objemu

200 ml.

m=c-M-V (1
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Kde m je hmotnost navazky surfaktantu potiebného pro ptipravu roztoku [g], ¢ je
koncentrace pifipravovaného roztoku [mol-1"'], M je molarni hmotnost surfaktantu [g-mol™']

a V je objem pfipravovaného roztoku [1].

Obdobné byl pfipraven i druhy smésny zasobni roztok, tvofeny 30mM roztokem SCI

(sodium cocoyl isethionate) a 30mM roztokem CG (coco glucoside).

Z téchto zasobnich roztoki byly pfipraveny pracovni roztoky v rozsahu koncentraci
0,09 az 7,2 mmol-I"! pro smés SCS+CG a 0,03 az 2,1 mmol-I"' pro smés SCI+CG, které byly
vyuzity pro méfeni povrchového napéti pii teploté 25+1 °C. Z vyslednych hodnot byl
sestrojen graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci roztoku smési, z néjz byla
vypoctena hodnota kritické micelarni koncentrace. Body grafu byly prolozeny dvéma
linedrnimi spojnicemi, jejichz rovnice byly polozeny do rovnosti (dle Rovnice 2). Ziskana
hodnota x odpovidd priseciku téchto rovnic a soucasné udava hodnotu CMC smési.
Nasledovné byl vytvofen graf zavislosti povrchového napéti na pfirozeném logaritmu
koncentrace roztoku smési. Smérnice poklesu povrchového napéti na koncentraci k byla
pouzita pro vypocet Gibbsovy adsorp¢ni izotermy (dle Rovnice 3). Na zavér byla vypoctena
Gibbsova energie (dle Rovnice 4) a plocha, kterou zaujimé jedna molekula surfaktantu na

rozhrani (dle Rovnice 5).

ki-x+q =k, x+q, (2)
k1073
[=-——- 3)
AG,, =R-T-InCMC 4)
1-1020
=T, Q)

Kde I' vyjadfuje adsorpci na rozhrani, R pfedstavuje molarni plynovou konstantu

[J-mol!-K"!], T vyjadiuje termodynamickou teplotu [K] a Na je Avogadrova konstanta.

6.5 Meéreni velikosti a zeta potencialu ¢astic

Velikost micel a jejich naboj jsou dllezitymi parametry souvisejicimi s jejich stabilitou, ale
zejména pravdépodobnosti jejich priniku do hlubsich vrstev pokozky a interakce s proteiny
(viz Kapitola 2.3). Pro méfeni velikosti ¢astic bylo smichdno 0,5 ml 0,7%hm. roztoku
surfaktantu s 1 ml destilované vody prefiltrované stiikackovym mikrofiltrem s velikosti pora
1,2 um. Roztok byl nésledné pielit do kyvety a vlozen do Zetasizeru. Zeta potencial byl

meétfen na roztoku pripraveného smichanim 0,6 pl 0,7%hm. roztoku surfaktantu s 3 ml
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prefiltrované vody, ktery byl pomoci injekéni sttikacky dopraven do specialni kyvety urcené
pro méfeni zeta potencialu a kyveta byla opét vlozena do Zetasizeru. Vysledky velikosti

micel a zeta potencialu byly nasledné zaznamenany a zpracovany do grafu.
6.6 Zein test

6.6.1 Priprava roztoku 75% ethanolu

Roztok 75% ethanolu byl pfipraven pipetovanim vypocitaného mnozZstvi 96% ethanolu

(dle Rovnice 6) a doplnénim do 100ml odmérné banky destilovanou vodou po rysku.
ciVi=c'V; (6)

kde c1 predstavuje koncentraci vychoziho roztoku ethanolu [%], c2 koncentraci
pripravovaného roztoku ethanolu [%], Vi je pipetovany objem vychoziho roztoku

ethanolu [ml] a V2 je objem pfipravovaného vysledného roztoku ethanolu [ml].

6.6.2 Priprava zasobniho roztoku zeinu

Dale byl pfipraven zasobni roztok zeinu v 75% ethanolu o koncentraci 3 g-1"!. Pfedem
vypocitané mnozstvi zeinu (m = 0,075 g) bylo navazeno na analytickych vahach s pfesnosti
na 0,0001 g do ké&dinky. Zein byl rozpustén v 75% ethanolu a kvantitativné pfeveden do
odmérné bainky o objemu 25 ml. Roztok zeinu byl nasledné doplnén 75% ethanolem po

rysku.

6.6.3 Sestrojeni kalibra¢ni primky

Byly pfipraveny roztoky zeinu o vybranych koncentracich (0,1 az 3 g-I'"), a to zfedénim
(dle Rovnice 6) zasobniho roztoku zeinu 75% ethanolem do odmérnych ban€k o objemu
10 ml. Pfedem byla stanovena vinova délka pfi maximalni absorbanci (278 nm), pfi niz byla
zméfena absorbance vsSech pfipravenych kalibracnich roztokii zeinu v ethanolu oproti
Cistétmu ethanolu. Z naméfenych hodnot absorbance roztoki v zévislosti na jejich

koncentraci byl sestrojen graf (Obrazek 12).
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Obrazek 12 Kalibra¢ni ptimka zeinu
Ziskana rovnice zdvislosti absorbance na koncentraci roztokl zeinu byla déle vyuzita pro

vypocet mnoZstvi solubilizovaného zeinu pfi provedeni zein testu.

6.6.4 Priprava roztoku surfaktanta

Pro provedeni zein testu byly vyuzivany 0,7%hm. roztoky vybranych surfaktanti ve vode¢.
Postup ptipravy téchto roztokl spocival v navazeni daného mnozstvi surfaktantu do kadinky
(s ptesnosti na 0,0001 g), rozpusténi v malém mnozstvi destilované vody, kvantitativnim

prevedeni tohoto roztoku do odmérné banky a doplnéni destilovanou vodou po rysku.

Pro hodnoceni iritaéniho potencialu byly pfipraveny také dvé smési surfaktantii, a to na bazi
neionického tenzidu coco glucosidu s anionickym sodium coco sulfatem, resp. sodium
cocoyl isethiondtem. Vzorky byly pfipraveny vhodnym nafedénim zasobnich smésnych
roztokd, vyuzitych pro tenziometrické mefeni (Kapitola 6.4) tak, aby vysledna koncentrace
byla srovnatelnd s roztoky jednotlivych surfaktanti, tj. 0,7 hm. % (vztazeno vzdy na

anionicky surfaktant).

V ptipadé¢ komercnich vzorkd byly pro zein test pouzity 10%hm. roztoky ve vodg,
pfipravené navazenim vypocitaného mnozstvi do kadinky a doplnénim v odmérné barce

destilovanou vodou po rysku.
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6.6.5 Provedeni zein testu

Prvnim krokem bylo navédzeni 0,5 g zeinu do kddinky a smichani s 25 ml roztoku
surfaktantu, resp. smési surfaktantii pripravenych dle Kapitoly 6.6.4. Nasledné probé¢hla
interakce obou sloZek za kontinudlniho michéani (500 ot./min.) na magnetickém michadle po

dobu 70 minut pti laboratorni teploté (Obrazek 13).

Obrazek 13 Zein test roztoku
SLES

Po uplynuti dané doby se smés nechala dalSich 10 minut stat, po ¢emZ nasledovalo
odstfedéni po dobu 10 minut pifi 5000 ot./min. Z odstfedéné smési byl odebran 1 ml
supernatantu do 10 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Soucasné
byl stejnym postupem ptipraven i roztok Cistého surfaktantu bez zeinu, ktery slouzil jako
referencni roztok. Nasledné byla zméfena absorbance ptipraveného vzorku oproti referenci.

KaZzdé méfeni bylo provedeno minimalné dvakrat.
Ziskané¢ hodnoty absorbanci byly pomoci rovnice kalibra¢ni pfimky (dle Rovnice 7)
prepocitany na koncentraci zeinu, kterd byla nasledné vyuzita pro vypocet tzv. zein Cisla
v mg dusiku / 100 ml smési (dle Rovnice 8):

y =0,9354-x —0,0189 (7)

Czein'1000-10-1
10:0,416

ZC = (8)

Kde cxin je koncentrace zeinu v g-1"!, faktor 0,416 je piepocet na mnozstvi dusiku.
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6.7 Gravimetrické stanoveni solubilizovaného zeinu

Mnozstvi solubilizovaného zeinu ve vodném roztoku surfaktantu lze stanovit nejen
spektrofotometricky, ale i gravimetricky. Stanoveni spo¢iva v porovnani hmotnosti zeinu
pridaného do vodného roztoku surfaktantu a hmotnosti zeinu ziskaného filtraci po interakci

s roztokem surfaktantu.

6.7.1 Priprava zasobnich roztoki surfaktanti

Pro gravimetrické stanoveni solubilizovaného zeinu byly vyuzity vodné roztoky surfaktanti,
resp. jejich smési o koncentraci 0,7 hm. %, pfipadné roztoky komer¢nich vzorkd o
koncentraci 10 hm. % pfipravené stejnym postupem jako v Kapitole 6.6.4. Nasledovala
uprava pH téchto roztokii na hodnotu 7 pomoci roztoku NaOH, popf. roztoku kyseliny

citronové.

6.7.2 Provedeni gravimetrického testu

Z testovanych roztok surfaktantii, popt. smési a komercnich vzorka, bylo odebrano 12,5 ml
tohoto roztoku a smichéno s 0,5 g zeinu v kaddince. Nasledné prob¢hla interakce obou slozek
po dobu 1 hodiny za kontinualniho michani (500 ot./min.) pfi teploté 30 °C. Smési byly poté
prelity do plastovych zkumavek a odstfedény po dobu 20 minut pii 2000 ot./min. Po
odstfedéni byly vzorky piefiltrovany ptes pfedem zvazené filtry typu KA2, které byly
nasledn¢ umistény do susarny, kde byly ponechany 24 hodin pfi teploté 45 °C. Nasledujici
den byly filtry opét zvazeny a ze ziskanych hmotnosti bylo vypocitano procento

solubilizovaného zeinu (dle Rovnice 9). Vysledky jsou primérem ze dvou méfeni.

solubilizovany zein [%] = % - 100 9)
0

Kde mgzin predstavuje hmotnost zeinu ziskaného filtraci po interakci s roztokem
surfaktantu [g] a mo je ptivodni hmotnost zeinu vstupujiciho do interakce s roztokem

surfaktantu [g].

6.8 Stanoveni iritacniho potencidlu surfaktantu s vyuzitim hovéziho

sérového albuminu BSA

6.8.1 Priprava zasobnich roztoki surfaktanti

Metoda stanoveni iritaéniho potencidlu surfaktantl s vyuzitim hovéziho sérového albuminu

(BSA) spociva v interakci 10% vodného roztoku surfaktantu s 2% roztokem BSA. Zasobni
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roztoky surfaktantli o koncentraci 10 hm. % byly pfipraveny navazenim vypocteného
mnozstvi surfaktantu do kadinky, rozpusténim v destilované vodé, kvantitativnim

prevedenim do odmérné banky a doplnénim po rysku.

6.8.2 Priprava zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu

Pro tuto metodu byl pfipraven zasobniho roztok hovéziho sérového albuminu o koncentraci
2 hm. %. Pfedem vypoctené mnozstvi hovéziho sérového albuminu bylo navdzeno do
kadinky, kde bylo rozpusténo v destilované vodé a kvantitativné prevedeno do odmérné

batiky o objemu 500 ml a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

6.8.3 Provedeni testu BSA

Pomér objemt jednotlivych roztokti vstupujicich do interakce byl 1:1. Po smichani roztoku
surfaktantu s roztokem BSA bylo nastaveno pH vznikl¢ smési na hodnotu ptiblizné 5,5, tedy
optimalni pH lidské pokozky, pomoci pfidavku roztoku NaOH nebo kyseliny citronové.
Nasledné byla smés ponechana po dobu 48 hodin na tmavém misté pfi laboratorni teploté.

Po uplynuti doby interakce bylo zméfeno pH smési.

Na zaklad¢ zmény hodnot pH pted a po interakci (dle Rovnice 10) byl vyhodnocen irita¢ni

potencial vzork.
ApH [%] =% 100 (10)

Kde ApH piedstavuje procentualni zménu pH po uplynuti 48 hodin, pH2 ptedstavuje pH

smési po uplynuti 48 hodin, pHi je pocatecni pH smési.
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6.9 Stanoveni pénivosti

Pro stanoveni pénivosti roztokil surfaktanti, jejich smési a komerénich vzork byla pouZita
Ross-Millesova metoda. Pénivost byla stanovena pro 0,7%hm. roztoky surfaktantl a jejich
smési a 10%hm. roztoky komercnich vzorkli. Ross-Millesova metoda je zalozena na
vytvofeni pény pfi samovolném vytékani 15 ml roztoku vzorku z pipety umisténé
v definované vySce do odmérného valce obsahujiciho 15 ml stejného roztoku (Obrazek 14).
Nasledné byla odectena vyska pény, a to ihned, a poté po uplynuti 30 minut. Pro kazdy

roztok bylo toto stanoveni provedeno dvakrat.
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7 VYSLEDKY

7.1 Stanoveni CMC smési surfaktantu

Me¢éirenim povrchového napéti fady roztokti smési surfaktanti SCS+CG v koncentracnim
rozmezi 0,09 az 7,2 mmol-1"' a SCI+CG v koncentraénim rozmezi 0,03 az 2,1 mmol-1"! byly
ziskany grafické zavislosti hodnot povrchového napéti na koncentraci roztoku smési
(Obrazek 15). ProloZenim obou ¢asti grafu pfimkovymi smérnicemi a vyhodnocenim jejich
praseciku byly stanoveny hodnoty kritické micelarni koncentrace (CMC) (viz Rovnice 2).
Ze zavislosti povrchového napéti na ptirozenim logaritmu koncentrace (Obrazek 16) byla
vypocitana adsorpce na rozhrani (viz Rovnice 3). Hodnota adsorpce na rozhrani byla pak
vyuzita pro vypocet plochy, kterou zaujima jedna molekula surfaktantu na rozhrani

(viz Rovnice 5).

55
50

45 y=-87.222x +57.767

y =-0.3979x + 31.8

25
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5

¢ [mmol-I1]

Obrazek 15 Graf zavislosti povrchového napéti na koncentraci SCS+CG
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Obrazek 16 Graf zavislosti povrchového napéti na piirozeném logaritmu koncentrace
smési SCS+CG

Vysledné hodnoty CMC, spolu s dalSimi micelarnimi parametry jsou uvedeny v Tabulce 3.
Naméiend hodnota kritické micelarni koncentrace smési SCS+CG (0,3 mmol-lI'!) byla
v porovnani s hodnotou CMC samotného SCS (0,5 mmol-l1!) o néco nizsi [20, s. 9].
Vyrazngjsi rozdil byl zaznamenan v ptipadé smesi SCI+CG, kdy ndmi naméfena hodnota
¢inila 0,24 mmol-1"!, tj. o ¥ad niz§i oproti samotnému SCI (2,37 mmol-1"") [21], Ize tedy
hovofit o synergickém ucinku smési. Zjisténé hodnoty Gibbsovy energie AGm
(viz Rovnice 4) byly v obou ptipadech smési zaporné a proces micelizace tak 1ze povazovat
za spontanni. Vyssi hodnota adsorpce na rozhrani I' (viz Rovnice 3), indikujici lepsi nasyceni
na rozhrani, byla ziskdna u smési coco sulfatu s coco glukosidem. V souladu s timto
zjisténim byly stanovené hodnoty plochy a (viz Rovnice 5), kterou zaujima jedna molekula
surfaktantu na rozhrani. Tyto vySly v pfipad¢ zminéné smési v podstaté polovicni, coz znaci

tésnéjsi usporadani molekul na rozhrani micely.

Tabulka 3 Micelarni parametry smésnych roztoku

CMC [mmoll'] |T [mol'm210¢] | AGn [kJ'mol!] |a [nm?]

SCS+CG 0,30 6,18 -2,99 0,27
SCI+CG 0,24 3,06 -3,51 0,54
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7.2 Stanoveni velikosti ¢astic

Vysledky méteni velikosti ¢astic a hodnoty Pdl roztokl surfaktantli jsou shrnuty na
Obrazku 17. Je patrné, Ze byly ziskdny vyrazné rozdilné hodnoty v zavislosti na konkrétnim
vzorku. Nejmensi velikost Castic (19 nm) byla zaznamenana u roztoku cocamidopropyl
betainu, po némz nasledovaly vzorky glykosidi (s primérnou velikosti okolo 50 nm).
Ferreira a kol. ve své studii [24] zamétené na interakce CAPB s polymery, stanovili metodou
dynamického rozptylu svétla hydrodynamicky primér micel CAPB okolo 6 nm, tj. zhruba
tiikrat mensi nez nami ziskany vysledek. Nejvétsi agregaty (1068 nm) byly naméteny v
roztoku sodium coco sulfatu. Na druhou stranu dodecyl sulfat sodny vykazoval velikost
micel vyrazné niz8i (okolo 260 nm). Na zidkladé provedenych literarnich studii lze
konstatovat, Ze velikost micel se mlize pohybovat ve velkém rozmezi a mize byt ovlivnéna
fadou faktorti. Napfiiklad autofi Mehta a kol. naméfili pomoci DLS c¢astice o rozméru
1,2 nm, coz je o dva fady niz§i hodnota nez v naSem piipad¢ (259 nm) [22, s. 334]. Ve studii
Mandala a kol. [23, s. 191] byl sledovan vliv iontov¢ sily, pficemz bylo zjiSténo, ze velikost
micel SDS v ¢isté vodé byla fadove nizsi (3,2 nm) nez rozmér agregatii v ionické kapaling
(IL), kde castice dosahovaly velikosti od cca 90 do 160 nm. Divodem vzniku vétSich
micelarnich agregati mutze byt zvySeni hydrofobicity roztoku v disledka silné
elektrostatické¢ interakce mezi anionickym surfaktantem a kationty ionické kapaliny.
Soucasné¢ muze dochazet ke vzniku vétSich smésnych micel, tvofenych SDS a kladné
nabitymi skupinami IL. Dal§im faktorem, ktery ovlivituje velikost micelarnich ¢astic, mtze
byt specifikace daného surfaktantu pouzitého pro méfeni, jelikoz ne vzdy je snadné ziskat
od vyrobce latku o dostatecné Cistoté. Naptiklad konkrétné u testovaného vzorku SLES
(Spolapon AES 242/70) je deklarovana cistota 70 %, v ptipadé CAPB (Flavol KDA)
vyrobce deklaruje pouze 40 %. Surfaktanty nebyly pied provedenim méteni nijak upraveny,
jako naptiklad ve studii Mehta a kol. [22, s. 332], kde byl SDS ptecistén pomoci ethanolu.
Soucasné mohlo béhem méteni dojit ke vzniku mikroemulzi, popt. vyskytu bublinek, které
byly pfistrojem vyhodnoceny jako agregaty surfaktantu. Velikost agregatli mtize byt také
zkreslena anizometrii micel, nebo v disledku vytvoreni hydratovaného obalu okolo ¢astice

[24, . 4].

V piipad¢ smési byl pozorovan vyznamny vliv neionického surfaktantu na razantni snizeni
velikosti micel, oproti jednotlivym anionickym zastupciim (SCI, nebo SCS). V ptipadé
smési SCS s CG doslo ke snizeni o 71 %, u vzorku SCI s CG bylo dosazeno poklesu
0 66 % (Obrazek 17).
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Obrazek 17 Velikost ¢astic a PdI roztokt surfaktanti a jejich smési

Vyrazny vliv pfitomnosti neionického surfaktantu ve smésnych micelach lze pozorovat také

na grafech distribuci velikosti ¢astic (Obrazky 18 a 19), kdy se hlavni pik smési objevuje

mezi piky jednotlivych tenzidi. V ptipad¢ anionickych tenzidii se objevuji tii populace

¢astic, zatimco u smési pfevazuje primarné¢ jeden hlavni pik.
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Obrazek 18 Graf distribuce velikosti ¢astic vzorka SCS, CG a smési SCS+CG

Velikost [d.nm] ——8Cl—CG —SCS+CG

Obrazek 19 Graf distribuce velikosti ¢astic SCI, CG a smési SCI+CG
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7.3 Stanoveni zeta potencidlu ¢astic

Zeta potencidl je dualezity parametr indikujici ndboj na tzv. roving stirani, ktery také
napomaha odhadnout piispévek elektrostatické stabilizace v pfipadé disperznich soustav
[19, s. 41]. V grafu na Obrazku 20 lze vidét, ze zeta potencial dosahoval u vSech vzorka
zapornych hodnot, pfi¢emz nejnizs§i naboj byl, dle teoretického predpokladu, naméien u
roztokl anionickych surfaktantii. Nejvice zapornou hodnotu zeta potencialu (témét -37 mV)
roztok neionického surfaktantu LG. Podobné¢ jako u velikosti ¢astic se prokazal vliv pridavku
neionického glukosidu do smési s SCS, resp. SCI, kdy doslo k posunu zeta potencialu do
mén¢ zapornych hodnot oproti vysledku naméfenému pro roztoky samotnych anionickych
surfaktantti. Divodem existence zaporného néboje na casticich neionickych surfaktantt
muze byt adsorpce riiznych aditiv z prostfedi roztoku, coz mize vyustit v posun roviny
stirani na povrchu ¢astice. Predpoklada se, ze negativni naboj se miize objevit 1 jako disledek
ionickych necistot, z nichz nékteré vykazuji také povrchovou aktivitu. Negativni naboj
(od -8 do -15 mV) na neionickych kopolymernich surfaktantech typu Pluronic byl naméten
i ve studii Tanase a kol., ktefi se zabyvali studiem vlivu hydrofobicity na propustnost

membrany a zvySeni fotoindukované antibakteridlni aktivity [25, s. §].
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Obrazek 20 Zeta potencial a pH roztok surfaktanti a jejich smési
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7.4 Zein test

StéZejni Cast prace byla zamétfena na stanoveni iritaniho potencidlu s vyuZzitim proteinu
zeinu. Vysledky stanoveni zein ¢isla pro jednotlivé roztoky surfaktantti a jejich smési jsou
shrnuty na Obrazku 21. Nejvyssi hodnoty zein ¢isla byly naméfeny pro roztoky anionickych
surfaktantli, u nichz se predpoklada nejvétsi tendence k interakci zaporn€ nabité hydrofilni
neionickych surfaktantli (74 pro vzorek lauryl glukosidu a 112 pro vzorek coco glucosidu).
V ptipadé obou smési anionickych a neionickych surfaktant doslo k poklesu hodnoty zein
¢isla, v porovnani s roztoky jednotlivych anionickych tenzidi, 1ze tedy potvrdit pozitivni
vliv kombinace ionické a neionické povrchové aktivni latky pro kosmetické formulace.
Dulezité je v§ak zminit vliv poméru / mnozstvi neionického surfaktantu ve vysledné smési.
Blagojevi¢ a kol. [26, s. 2690] ve své studii sledoval synergické a fyzikalné-chemické
vlastnosti smési ionickych a neionickych surfaktantl v zavislosti na mnoZstvi (0-5 % hm.)
lauramin oxidu (AO). Vysledky studie prokazaly vliv rostouciho mnozZstvi AO na pokles
kritické micelarni koncentrace, povrchového napéti a pénicich uc¢inki smési. Naopak ale
nepotvrdily vyznamny vliv na snizeni iritacniho potencialu, stanoveného pomoci zein testu,
ktery s rostouci koncentraci AO ve smési mirn¢€ vzrostl. Autofi studie tento jev odivodnili
skutecnosti, ze snizeni hodnoty CMC a povrchového napéti ve smési obsahujici vice AO
muze vést k lepSi rozpustnosti zeinu v roztoku a tim i navySeni zein cisla, prfestoze by
neionicky surfaktant mél iritaéni potencial ionického tenzidu snizit. Solubilizace zeinu
v ptitomnosti linedrniho alkylbenzensulfonatu byla studovana autory Cohenem a kol. [18],
ktefi prokazali nartist zein Cisla pii zvySujici se koncentraci tohoto anionického surfaktantu.
Konkrétné byly pro koncentrace surfaktantu od 0,25 do 4 hm. % ziskany hodnoty v rozmezi
od necelych 100 do vice jak 600 mg N2/100 ml roztoku. V piipadé 0,5% roztoku zein Cislo
¢inilo 240, tj. piiblizn€¢ srovnatelné s nasim vysledkem pro 0,7%hm. roztok SDBS [18].
Studie Bujaka a kol., ve které byly porovnavany irita¢ni u¢inky SDS a jeho analogu SCS,
pfinesla mnohem vys$$i hodnoty zein €isla (540) pro 1%hm. roztok SDS oproti nasi hodnoté
(259) 0,7%hm. roztoku SDS. Zaroven ziskali nizs$i hodnotu zein ¢isla (cca 450) pro 1%hm.
roztok SCS v porovnani s jeho analogem SDS. Zmény ve stanovém zein Cisle se mohou
objevit také v disledku rozdilného zastoupeni mastnych alkohold v molekule SCS, a tim 1
rozdilné hydrofilné—lipofilni rovnovazné konstanty (HLB) [12, s. 129]. Zein ¢isla riznych
anionickych surfaktanti dodavanych polskou spole¢nosti PCC Group byla shrnuta ve studii

[27, s. 44, 45]. Pro vzorek na bazi SDS byla ziskana hodnota zein ¢isla cca 225, zatimco zein
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¢islo surfaktantu SLES bylo, v porovnani s nasi studii, niz§i (cca 130) [27, s. 44, 45].
Z nasich vysledku je ovSem zcela patrny vyznamny pokles stanoveného zeinu u neionickych
vzorkll. Podobné ve studii Pezrona a kol. byl zaznamenan vyrazny rozdil zein ¢isla u

ionického SDS (500) a neionického alkylpolyglukosidu (30) [28, s. 286].
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Obrazek 21 Zein ¢isla roztokl surfaktantt a jejich smési

V ptipadé SDBS byl test proveden i za zménénych podminek (koncentrace roztoku, doba
odstfedéni, pH), za Gicelem zhodnoceni vlivu téchto faktori na vyslednd zein ¢isla. Jak lze
vidét z Tabulky 4, prodlouzeni doby odstfedéni, ani uprava pH nemély vyrazny vliv na
vysledek stanoveni. Na druhou stranu, zvyseni koncentrace roztoku z 0,7 na 5 hm. %
zpusobilo pokles zein Cisla. Autofi Deo a kol., ktefi sledovali zéavislost mnozstvi
solubilizovaného zeinu na rostouci koncentraci SDS v roztoku, neprokazali ani vyznamny

vliv iontové sily na solubilizaci daného surfaktantu [17, s. 5084].

Tabulka 4 Porovnani zein ¢isla roztoku SDBS

¢ [hm. %] Podminky zein testu ZC []
odstfedéni 10 minut 282 +0

o7 odstredéni 20 minut 268 = 1
pH = 4,75 241+0

: pH =7 248 + 1
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Vysledky stanoveni zein ¢isel 10%hm. roztoki komer¢nich vzorkll jsou znazornény na
Obrazku 22. Nejvyssi hodnota zein Cisla (215) byla stanovena pro roztok vzorku Old Spice,
ktera se ovsem vyrazné neliSila od vzorku Alverde (205) a La Roche-Posay (208), coZ nebylo
zcela vsouladu s teoretickym pifedpokladem, vzhledem k recepturdm uvedenych
¢isla (119) byla prekvapivé prokdzana u Samponu Matrix, ktery obsahuje jak sodium lauryl
sulfat, tak jeho ethoxylovany analog. Ve studii provedené¢ Klimaszewskou a kol. byla
namétena hodnota zein €isla cca 122 pro vzorek mydla obsahujiciho SLES a CAPB. Stejné
surfaktanty obsahoval i ndmi pouzity komer¢ni vzorek Ziaja, jehoz zein ¢islo bylo vyssi
(152), avsak je nutné zminit, ze kosmetické piipravky obsahuji velké mnozstvi slozek, coz

muze ovlivnit vysledky méfeni [8, s. 3, 10].
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Obrazek 22 Zein ¢isla roztokd komerénich vzorka oplachové kosmetiky
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Pro vyhodnoceni byl dale sestrojen graf zavislosti zein ¢isla na CMC surfaktanti, pficemz
tato byla stanovena v pfipadé nékterych vzorkl tenziometricky (SDS; SDBS; smési
SCS+CG; SCI+CG) a u ostatnich byla vyuzita data z literatury (Obréazek 23) [13; 20, s. 8,9;
21; 29-33]. U vétsiny vzorki 1ze pozorovat narust zein €isla s rostouci hodnotou CMC, coz
by potvrdilo teoreticky pfedpoklad, Ze surfaktanty s niz§i CMC vykazuji 1 niZsi iritacni

potencial.
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Obrazek 23 Zavislost zein ¢isla na kritické micelarni koncentraci surfaktanti a jejich smési
7.5 Gravimetrické stanoveni solubilizovaného zeinu

Zeinovy protein byl vyuzit i pro stanoveni %hm. solubilizovaného zeinu pomoci
gravimetrické metody. Vysledné hodnoty ziskané pro vybrané roztoky a komer¢ni vzorky
jsou shrnuty v grafech na Obrazcich 24 a 25. Srovname-li vysledky pro jednotlivé roztoky,
je patrné, Ze nejvyssi hodnoty solubilizovaného zeinu (pfes 70 %hm.) byly stanoveny u
roztoku SCI, dale pak SDS a SDBS vykazovaly hodnoty ptes 60 %hm. solubilizovaného
také neionickych surfaktantl, pfipadné¢ kombinace SCI+CG, kde je patrny vyrazny pokles
(rozdil hodnot ¢ini pfes 80 %) v porovnani se samotnym anionickym tenzidem. Obdobné
jako v pfipad¢ zein testu byly vysledky naméfené pro SDBS porovnéany se zjist€nimi ve
studii autort Cohena a kol., kde pro roztoky alkylbenzensulfonatu o koncentracich

0,5 a 1 %hm. byly ziskadny hodnoty solubilizovaného zeinu nizsi, a to 15 a 47 %hm. [18].
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Obrazek 24 Mnozstvi solubilizovaného zeinu v roztocich surfaktanti a jejich smési

Vysledky stanoveni solubilizovaného zeinu v roztocich komerénich vzorkl oplachové
kosmetiky jsou zndzornény na Obrazku 25. Nejvyssi hodnota byla naméfena pro roztok
Matrixu (53 %hm.), jehoz hodnota zein ¢isla byla z komercnich vzorkl nejnizsi. Naopak

ziskana hodnota pro roztok Old Spice (42 %hm.) nepatfila k nejvyssim vysledkiim, pfestoze

vykazoval nejvyssi iritacni potencial v porovnani s ostatnimi komerénimi vzorky.
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Obrazek 25 Mnozstvi solubilizovaného zeinu v roztocich komerénich vzorka
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Z vyse uvedenych dat je patrné, ze vysledky ziskané z obou metod vyuzivajicich zein nejsou
zcela v souladu a je obtizné vyvodit jednotné zavéry ohledné vzorku s nejvyssim iritacnim
potencidlem. Gravimetrickd metoda je velmi citlivd na ztrdty v pribéhu provadéni
jednotlivych krokl. Navic, vzorky zeinu po odstfedéni vykazovaly rGzny charakter

v zé&vislosti na konkrétnim typu surfaktantu.

7.6 Stanoveni iritacniho potencidlu surfaktantt s vyuzitim hovéziho

sérového albuminu BSA

Pomoci této metody byl iritaéni potencial vyhodnocen jako zména pH smési 2% roztoku
BSA a 10%hm. roztoku surfaktantu, popf. jejich smési nebo komeréniho vzorku. Zmény pH
(%) zaznamenané v Tabulce 5 jsou vzdy primérem ze dvou méfeni. Obecné byly naméfeny
pomérné nizké hodnoty procentualni zmény pH. V porovnani s vysledky studie Bujaka a
kol. [12, s. 129], ve které se pH v pfipad¢ roztoku SDS zménilo az o 33 %, byl nami
naméfeny rozdil pH mnohem niz8i. Je ovSem nutno zminit, Ze v uvedené studii byl
experiment provadén za modifikovanych podminek, konkrétné byly vzorky michany
3 hodiny a pH bylo pfeméteno az po 72 hodinach. V ptipadé roztoku sodium coco sulfatu
byla ve studii vyhodnocena zména pH po interakci s BSA 29,5 %. Studie Mateosové a kol.
[34, s. 6,7] se zabyvala interakci BSA s rliznymi zéastupci anionickych, kationickych,
zwitterionickych a neionickych surfaktantl. V piipad¢ zwitterionickych a neionickych
absenci naboje na hydrofilni ¢asti molekuly. Nelze tedy diskutovat denaturaci BSA, jelikoz
tento typ surfaktantli tvofi pouze kooperativni vazbu s hydrofobnimi skupinami proteinu,
kterd nevede ke zmén¢ usporadani makromolekuly proteinu. Srovnanim iritacnich vlastnosti
béznych syntetickych ionickych surfaktantii a rostlinného extraktu Mydlice I¢karské se
zabyvala prace Jurekové a kol. [35, s. 8]. Zatimco bézné surfaktanty v této studii vykazovaly
vzrist pH o 0,9 (SLS), 0,8 (SLES) a 0,5 (CAPB), v pfipadé testovan¢ho saponinu byla
zaznamenand zména pH témért zanedbatelnd. Zjisténé rozdily pH hodnot naSich vzorki byly
v porovnani s vysledky dané studie jesté o néco nizsi, a to konkrétné 0,2 (SLS), 0,07 (SLES)
a 0,05 (CAPB).
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Tabulka 5 Zmény pH roztokt surfaktantl a jejich smési

Surfaktant ApH [%)]
SDBS -

SDS 4,0+£20
SCS 1,5+0,3
SLES 1,3+1,0
SCI 0,7+0,5
CAPB 0,9+0,0
SCS+CG 3,0+£0,3
SCI+CG -

- nestanoveno

Obdobné byly zpracovany zmény pH roztokti komerénich vzorkd (Tabulka 6). Nejvétsi
zména pH (4,0 %) se projevila u roztoku komeréniho vzorku Matrix, zatimco nejmensi rozdil
byl zaznamenan u sprchového mydla Ziaja. Jak jiz bylo zminéno vySe, potencial
k podrazdéni pokozky 1ze ovlivnit riznymi pfidanymi slozkami. Vliv pfidavku kolagenu do
formulace oplachové kosmetiky za ucelem snizeni iritacniho potencidlu surfaktantt
obsazenych v oplachové kosmetice byl studovan autory Klimaszewskou a kol.
[36, s. 182—183]. Vysledné hodnoty procentudlni zmény pH v roztocich BSA a oplachové
kosmetiky s obsahem riznych typti moiského kolagenu potvrdily Zadouci u€inky na snizeni
hodnoty iritaéniho potencidlu, konkrétn¢ doslo k poklesu zmény pH o 12-30 %. Byl také

prokézan vliv rostouci molekulové hmotnosti kolagenu na sniZeni iritaéniho potencialu [36].

Tabulka 6 Zmény pH roztoki komer¢nich vzorkt

Komercni vzorek ApH [%]
ALVERDE 1,0+ 0,0
LA ROCHE-POSAY |0,6 £0,2
ZIAJA 0,5+0,0
OLD SPICE 2,0+0,3
MATRIX 4,0+£0,2
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7.7 Stanoveni pénivosti

Stanovenim pénivosti pomoci Ross-Milesovy metody byly ziskany vysky pény, které byly
meéteny ithned a po 30 minutdch. Ziskané rozdily vysky pén jsou shrnuty v Tabulce 7.
Nejstabilngjsi péna byla prokazana u smésného roztoku surfaktanti SCI+CG, zatimco
k nejvétsimu poklesu doslo u roztoku SLES. Stabilita pény je obecné vyznamné ovlivnéna
velikosti a tvarem vytvofenych vzduchovych bublin. Zatimco v roztoku SLES mohou
vznikat bubliny tvaru mnohosténtl, neionické glykosidické surfaktanty tvoii malé kulaté
bubliny s vyssi stabilitou, coz mohlo byt divodem lepsi vydrze pény v piipadé smésnych

vzorkll SCS+CG a SCI+CQG [6, s. 2].

Tabulka 7 Pokles pény roztok surfaktanti a jejich smési

Surfaktant Pokles pény [%]
SDBS 27+9
SDS 42 +12
SCS 25+12
SLES 42 +12
SCI 7+2
CAPB 33+0
LG 8+3
CG 33+0
SCS+CG 14+ 10
SCI+CG 0+0

V ptipadé¢ komercnich vzork (Tabulka 8) byla nejvétsi stabilita pény zaznamenana u
roztoku komeréniho vzorku Old Spice, ktery v podstaté nevykazal zddnou zménu vysky
pény v uréeném case. Na druhou stranu, nejvétsi zmeény byly stanoveny u vzorkd Ziaja a

Matrix.
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Tabulka 8 Pokles pény roztok komerénich vzorki

Komer¢ni vzorek Pokles pény [ml]
ALVERDE 13+5

LA ROCHE-POSAY |21+6

ZIAJA 27+ 10

OLD SPICE 0+0

MATRIX 28 +17

Vysky pocatecni pény byly porovnany s hodnotami zein Cisla roztokl surfaktanta a jejich
smési. Z grafu (Obrazek 26) nelze potvrdit jednotny trend a souvislost mezi vySkou pény a

pfipadnym iritacnim potencialem zjisténym na zéklad€ stanoveného zein cisla.
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Obrazek 26 Graf zavislosti zein ¢isla na po€atecni vySce pény roztoki surfaktantli

Pénivost produktti oplachové kosmetiky predstavuje vyznamny parametr, ktery je vétSinou
spotiebiteli pfiznivé hodnocen. Na druhou stranu je zndmo, ze ptipravky s vyssi pénivosti
mohou zpusobovat vysouseni pokozky. Z tohoto divodu jsou hledany moznosti, jak tyto
pripadné iritacni projevy zmirnit. Naptiklad v praci Draelosové a kol. [37] byl sledovan vliv
ptidavku hydrofobn€ modifikovanych polymert do formulace péniciho ptipravku, ktery pak
prokézal pti hodnoceni zvolenymi dobrovolniky, vykazujicimi ptiznaky citlivé pokozky,
lepsi vysledky ve srovnani s nepénivym produktem s deklarovanymi mirnymi G¢inky na

pokozku.
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ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo stanovit iritacni potencial vybranych surfaktant, jejich smési
a komercnich vzorkl oplachové kosmetiky pomoci in-vitro metod vyuzivajicich proteiny
jako modelové latky podobné slozkam pokozky. S vyuzitim zeinu bylo vyhodnoceni
provedeno spektrofotometricky, pfi¢emz iritacni potencidl byl vyjadien formou tzv. zein
¢isla, udéavajictho mnozstvi mg dusiku ve 100 ml vzorku, a déle gravimetricky
s vyhodnocenim procentudlniho mnozstvi solubilizovaného zeinu v roztoku surfaktantu.
Druhym proteinem, zvolenym pro hodnoceni iritacniho potencidlu, byl hovézi sérovy

albumin, ktery slouZzi ke sledovani zmény pH v testovaném roztoku vzorku.

V ramci praktické casti bylo otestovano celkem 8 surfaktantl, 2 smésné roztoky a 5
komer¢nich vzorkt. Na pfipravenych roztocich byla nasledné zmétena velikost micelarnich
agregatl a zeta potencial. Nejvétsi rozméry micel vykazovaly roztoky SCS (1068 nm) a SCI
(538 nm), zatimco u smésnych systému na jejich bazi s ptidavkem neionického surfaktantu
byla zjisténa velikost micel vyrazné nizs§i. Synergicky ucinek se projevil zejména u smési
SCI+CG, kdy doslo k zasadn¢jSimu poklesu kritické micelarni koncentrace v porovnani se
samotnym anionickym sodium cocoyl isethionatem. Zeta potencial se pohyboval

v zapornych hodnotach, a to v rozmezi od -15 do -37 mV, v zavislosti na konkrétnim vzorku.

Na zékladé¢ metody s vyuzitim zeinu se z testovanych surfaktantii jako nejvéEtsi iritant
projevil SLES s hodnotou zein ¢isla 290. VysSich hodnot bylo dosazeno i u dalSich
klasickych anionickych tenzidi, u nichz lze zvySenou iritaci pfedpokladat. Naopak nejnizsi
iritani potencial vykazovaly roztoky neionickych surfaktantd, jejichz interakce s proteinem
je slabsi z divodu absence naboje v jejich molekule. V ramci komer¢nich vzorkl byl
nejvyssi vysledek (215) zaznamenan u roztoku Old Spice, zatimco nejnizs$i hodnota zein
¢isla (119) byla prokazéna u Samponu Matrix.

Nejvétsi mnozstvi solubilizovaného zeinu (téméf 75 %) bylo stanoveno pro roztok SCI,
prokdzany u vzorkli amfoterniho CAPB a neionickych glukosidld. U vétSiny vzorki byla
prokazana piimé souvislost mezi zvySenim kritické micelarni koncentrace surfaktantli a

odpovidajicimi zein ¢isly vzorkd.

Déle byla provedena metoda vyuzivajici hovézi albumin, jejiz vysledky opét prokazaly

nejvyssi zmeény pH (a tedy i nejvetsi iritacni potencial) u vzorkil anionickych surfaktantt,
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zejména pak SDS, kde doslo ke zméné pH o 4 %. K nejnizsi zméné pH doslo v pripade

roztoku SCI (0,7 %), coz potvrzuje i niz§i hodnota zein ¢isla.

Na zavér byla vyhodnocena pénivost, pficemz nejvetsi stabilita pény se projevila u smésného
roztoku SCI+CG, v jehoZ ptipad€ nedoslo k zddnému poklesu pény ve sledovaném case.
Porovnanim vysledkti testd pénivosti s hodnotami zein ¢isla nebyla odhalena ptfima

souvislost mezi vyskou pény a pfipadnou iritaci.

Vysledky bakalatské prace potvrdily vyssi iritani potencial anionickych surfaktanta, které
diky svému zapornému néaboji sndze interaguji s proteiny. Déle poukézaly na vhodnost
vyuzivani kombinaci anionickych a neionickych surfaktantt, kdy ve vSech ptipadech doslo
ke snizeni nepiiznivych vlastnosti anionického zastupce. Vzhledem k vyssi citlivosti
gravimetrického stanoveni a komplikacim pfi ptipravé nékterych vzorkl v ptipadé BSA
metody se jako optimalni jevi spektrofotometrické vyhodnoceni a stanoveni zein Cisla.
Zavérem lze také konstatovat, ze metody testovani iritacniho potencialu s vyuzitim proteini
poskytuji relevantnéjsi vysledky piedevsim pro ionické surfaktanty. Piestoze nizké hodnoty
zein Cisla neionickych surfaktanti potvrdily jejich mirné;si ti¢inek na pokozku, nebyla vzdy
interpretace ziskanych vysledkli snadna. Divodem je také nedostatek dat pro srovnani,
zejména pokud se pravé jedna o neionické povrchové aktivni latky, ¢i konkrétni dostupné
produkty oplachové kosmetiky, coz cini ziskané vysledky bakalaiské prace cennym

podnétem pro dalsi vyzkum v této oblasti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

a plocha ptipadajici na jednu molekulu surfaktantu
AO Lauramin oxid

BSA Bovine serum albumin (hovézi sérovy albumin)
c koncentrace

CAPB Cocamidopropyl betaine

CG Coco glucoside

CI Colour index

CMC Critical micelle concentration (kriticka micelarni koncentrace)
DLS Dynamic light scattering (dynamicky rozptyl svétla)

EO Ethylenoxid

HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovéazné konstanta

HRIPT  Human Repeated Insult Patch Test

INCI International nomenclature of cosmetic ingredients

IL ionicka kapalina

LG Lauryl glucoside

Na Avogadrova konstanta

m hmotnost

M molarni hmotnost

NMF Natural moisturizing factors (pfirozené hydratacni faktory)
PdI index polydisperzity

PEO Polyethylenoxid
R molarni plynové konstanta
SCS Sodium coco sulfate

SDBS Sodium dodecylbenzene sulfonate

SDS Sodium dodecyl sulfate
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SCI

SLES

SLS

Sodium cocoyl isethionate

Sodium laureth sulfate

Sodium lauryl sulfate

termodynamicka teplota

Transepidermal water-loss (transepidermdlni ztrata vody)
objem

zein Cislo

koncentrace surfaktantli na rozhrani

Gibbsova miceliza¢ni energie
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