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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva navrhem receptury kosmetického produktu, ktery by mohl
slouzit jako podplirny kosmeticky prostfedek pii 1écbé atopického ekzému
a stafylokokovych infekci. V teoretické c¢asti je shrnuta problematika legislativniho
nafizeni pro kosmetické ptipravky a pozadavky pro jejich konzervaci a mikrobiologické
testovani. Dilezitou soucasti této prace je pojednani o vyuzitelnosti proteinii jako
biologicky aktivnich latek, kde je vénovana pozornost mléénym bilkovinam, dale pak
bakteriocinu zvany nisin. Praktickd cast této prace se zabyva navrhem receptury
kosmetického pripravku obsahujici extrakt nisinu stabilizovaného v hydrofilni polymerni
matrici a jejim ovéfenim. Je zde zkouména celkova stabilita kosmetického ptipravku, kde
je kladen diraz pfedev§im na stabilitu mikrobiologickou a také na antimikrobni ucinek

pouzitého konzerva¢niho systému.

Klicova slova: Kosmeticky piipravek, bioaktivni protein, mlééna bilkovina, nisin,

polyetylenglykol, mikrobiologické testovani, stabilita kosmetického piipravku

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on recipe design of the cosmetic product which can serve as
supportive skin care formulation, that could be suitable for the treatment of atopic eczema
and Staphylococcus infections. The theoretical part of this diploma thesis summarizes the
issue of legislative regulations for cosmetic products and requirements for preservative
systems and microbiological testing. An important part of this thesis is aimed on the
proteins as biologically active substances and the special attention paid to milk proteins
and also to the bacteriocin — nisin. The experimental part of this work is focused on the
recipe design of nisin containing cosmetic product. In this formulation, nisin is stabilized
in the hydrophilic polymer matrix. The stability of our cosmetic product is verified. The
main focus is on the microbiological stability of the product and antimicrobial efficacyof

used preserving system.

Keywords: Cosmetic product, bioactive protein, milk protein, nisin, polyethylenglycol,

microbiological testing, stability of cosmetic product
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UvoD

V soucasné dob¢ je predmétem zajmu vyuziti mléénych proteinti pro ziskani piirodnich

bioaktivnich peptidi a jejich pouziti v kosmetickém ¢i jiném pramyslu.

V potravinafstvi ¢i kosmetice se velmi ¢asto uplatiiuji biologicky aktivni latky, které jsou
zisk&dvany ze zbytkovych (odpadnich) materiala. Jednd se tedy o materiél, ktery je
zpracovavan az po primarni produkci rostlinnych ¢i zivociSnych vyrob. Pro tuto praci jsou
nejvyznamnéj$i bioaktivni latky Zzivocisného puvodu, které jsou ziskany z odpadnich
produkti mlékarenského primyslu pti vyrobé syru — syrovatky. Mezi takto ziskané latky
patii nisin. Diky jeho produkci pomoci fermentace odpadni syrovatky miize pfispét

k ekonomicky vyhodné a bezpetné konzervaci kosmetického piipravku.

Nisin je polycyklicky antimikrobni peptid, slozeny z 34 aminokyslin, ktery patii mezi
nejvice probadana a nejvice pouzivana lantibiotika. Jedna se o pfirodni latku, kterd plisobi
antibakterialné, zejména proti gram pozitivnim bakteriim. Je pfFirozené syntetizovan
nekterymi bakteriemi mlé¢ného kvaseni, piedev§im bakterii Lactoccocus lactis subsp.
lactis. Nisin je bakteriocin, ktery ma antibioticky ucinek a je povolen jako konzervaéni
aditivum do potravin (E234), avsak netc¢inkuje jako plnohodnotny konzervant. Proto je

nutné, pro zesileni jeho ucinku, pridat do systému jest¢ dalsi vhodnou konzervacéni latku.

V této studii je zkoumano vyuziti tohoto bakteriocinu v kosmetice a jeho aplikace spolu
s dalSimi latkami majici protimikrobni vlastnosti za ucelem zjisténi piipadného

synergického ucinku a zajisténi dostatecné konzervace kosmetického ptipravku.

Na tzemi Evropského spoleCenstvi podl¢haji vSechny kosmetické piipravky legislative
Evropské unie a jsou fizeny stejnymi zakony, které kladou pozadavky pro jejich uvedeni

na trh a stanovuji fadu omezeni.

Ptisné naroky jsou rovnézZ kladeny na mikrobiologické testovani kosmetického piipravku,
jelikoz napadeni produktu mikroorganismy je jedna z nejéastéjSich pfic¢in jeho kazeni
a ohroZeni spottebitele. Existuje mnoho organizaci, které uvadéji kritéria pro zajiSténi
dostate¢né a bezpecné konzervace kosmetického ptipravku a pomoci téchto pozadavki je
nutno postupovat pii testovani konzervace kosmetického ptipravku a vypracovani zpravy

0 jeho bezpecnosti.
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1 KOSMETICKE PRIPRAVKY

Slovo kosmetika vzniklo odvozenim z feckého kosmétiké, coz znamend umeéni zkraslit.
Archeologicke nalezy dokladaji pouzivani zkraslovacich piipravku jiz od pravéku, kdy Slo
predev$im o dekorativni kosmetiku vyuzivanou zejména pro ritudlni Gcéely. Pouzivani
kosmetickych ptipravka (KP) se rozvijelo s vyvojem lidskeé civilizace, nebot’ tento pramysl

.....

vibec [1, s. 9].

V soucasné dobé se kosmetika stdva predmétem zajmu specialisti (kosmetologt), ktefi se
zabyvaji kosmetologii jako védnim oborem, zasahujicim nejen do estetiky a mediciny, ale

také i do chemie [1, s. 9].

Naftizeni Evropského parlamenu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich
definuje KP jako ,,jakoukoli latku nebo smés urcenou pro styk s vnéjsimi castmi lidského
tela (pokozkou, viasovym systémem, nehty, rty, vaéjsimi pohlavnimi organy) nebo se zuby
a sliznicemi ustni dutiny, vyhradné nebo prevazné za ucelem jejich cisténi, parfemace,
zmeny jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani v dobrém stavu nebo upravy

telesnych pachii* [2].

Aby KP zajistil spravnou funkci, je slozen z vice slozek a na vSechny tyto komponenty
jsou kladeny pfisné naroky. KP nesmi byt drazdivy a musi byt pfedevsim bezpecny. Proto
témeét vSechny staty svéta legislativné upravuji pozadavky na KP, zfizuji fadu rliznych

omezeni a kladou poZzadavky na jejich uvedeni na trh [3, s. 3-29].

1.1 Legislativa kosmetickych pripravki

Regulaéni systém, kterému podléhaji KP, se znac¢né lisi mezi jednotlivymi staty svéta,
tudiz je prakticky nemozné, aby se v celosvétovém métitku mohl prodavat stejny vyrobek

na vsech trzich [3, s. 3].

Vsechny KP na tzemi Evropskych spolecenstvi podléhaji legislativé Evropské unie (EU)
a jsou podminény stejnym zakonim. Samotny legislativni prib¢h je velice slozity proces,
na kterém se ucastni fada organi EU, riznych mezinarodnich i ndrodnich organizaci
a sdruzeni [3, s. 3-29], [4].

Z&kladni zavazny predpis, kterym se musi fidit vS§echny KP uvadéné na trh je Natizeni

Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich. Toto
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nafizeni vymezuje oblast ptsobnosti, stanovuje jednotné definice vztahujici se na KP,
pozadavky na jejich vlastnosti, dokumentaci a znaceni a V neposledni fadé také prava
a povinnosti odpovédnych osob. Tento piedpis také zajistuje dozor nad KP a spolupréci

organu dozoru ostatnich ¢lenskych stati [2].
Dalsimi zavaznymi ptedpisy pro KP napftiklad jsou [5], [6], [7]:

e nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek, o ziizeni Evropské agentury pro chemické
latky — REACH (registrace, evaluace a autorizace chemickych latek),

e zikon €. 258/2000 Sb., o ochran¢ vetejného zdravi,

e vyhlaska ¢. 494/2005 Sb., kterou se stanovi analytické metody kontroly sloZeni KP.

1.1.1 Pozadavky na kosmetické pripravky a povinnosti odpovédné osoby

K soucasnym pozadavkiim na kvalitu kosmetickych ptipravkii uréenych k aplikaci na kazi
se fadi spravna vyrobni praxe a odpovidajici parametry zdravotni bezpecnosti — KP museji
byt bezpetné za béznych podminek pouziti a mit minimalni schopnost vyvolat nezadouci
ucinky a to i pfi dlouhodobé a opakované aplikaci [2], [8, s. 43-44]. Posouzeni bezpecnosti
a nasledné vypracovani zpravy o bezpecnosti KP musi zajistit odpovédna osoba, kterou

mize byt vyrobee, dovozce, popt. distributor [2].

Tyto poZzadavky maji ptimou souvislost také s u€innosti KP a klamanim spottebitele. Jsou

provadény kontroly at’ uz jednotlivych slozek nebo kontroly celého KP [2].
O KP je odpovédna osoba povinna uchovavat nasledujici udaje [2], [8, s. 43-44]:

e néazev a specifikaci surovin, kritéria kvality a mikrobiologické ¢istoty,
e zpravu o bezpecnosti KP,

e z&znamy o0 spravné vyrobni praxi,

e Udaje o nezadoucich t¢incich na osoby pouzivajici KP,

e doklady o deklaraci t¢inku KP,

e zaznamy o jakychkoli zkouskach KP ¢i jeho ingredienci na zvifatech.

Dalsimi pozadavky, které stanovuje nafizeni 1223/2009, jsou, ze kosmeticky piipravek
nesmi byt deklarovan jako lé¢ivo a pii aplikaci nesmi byt inhalovan, vpichovan ani
polykan. Na obale nesmi byt uvedeno, ze ,,1€¢i*, ,,hoji* atp. O zatazeni produktu mezi KP,

1é¢ivo nebo zdravotni prostiedek rozhoduje Statni Gistav pro kontrolu 16¢iv (SUKL) [2].
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Odpovédnd osoba musi vzdy pred uvedenim KP na trh notifikovat tento ptipravek
Evropske Komisi, a to elektronicky pomoci on-line portalu pro oznamovani kosmetickych

ptipravku [2].

1.2 Kosmeticka vehikula

Kosmetické vehikula neboli zéklady tvoti hlavni a nezbytnou soucast vSech kosmetickych
vyrobkli. Tyto vehikula maji fadu funkci a pfiznivych U¢inkli na nasi pokozku. Miize se
jednat o pfimy ucinek, o dodani u¢inku a v neposledni fadé také o dopravu Gcinnych latek

na ur¢ené misto [9, S. 62-69].

Vehikula v kosmetice mohou obsahovat pouze aktiva, ktera se aplikujici na vnéjsi vrstvu
pokozky a jejich aplikaci jsou transportovany do uréené¢ho cilového mista (hloubé&ji do

pokozky) [9, s. 62-69].

Do kosmetickych zakladti byvaji zakomponovany aktivni latky nebo dalsi slozky
(konzervaéni latky, kosmeticka barviva, vonné latky, antioxidanty, surfaktanty a dalsi
ptidatné latky) za vzniku extern, ktera jsou aplikovatelna na pokozku [10, s. 93]. Tato
externa by méla spliiovat kritéria spoleCenské inosnosti, a to zejména svou vini, barvou,
nebo napf. imérou pohmatové mastnosti [8, s. 43-44]. Dermatologické externa mohou byt

tuhé, polotuhé ¢i tekuté konzistence [10, s. 93].

1.3 Polotuhé externa

Mezi externa, kterd maji polotuhou konzistenci a kterymi se prace zabyva, jsou fazeny
masti, krémy, gely a pasty. Tyto externa jsou rozliSovana dle moznosti pfijimani vody na
hydrofilni a hydrofobni [11, s. 59].

1.3.1 Masti

Kosmetické vehikula, kterd se pouZzivaji k vyrobé masti, mohou byt Zivoc¢isné ¢i rostlinné
povahy a mohou byt pfirodniho ¢i syntetického pavodu. Mastové zaklady jsou
nesmyvatelné vodou. Masti snizuji transepidermalni ztratu vody, bréni vydeji tepla a tim

zvysuji teplotu na koznim povrchu [11, s. 59].

Existuji dvé formy masti, a to mast hydrofobni a mast hydrofilni [11, s. 59].
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Hydrofobni masti

Hydrofobni mastové zaklady vazi vodu velmi omezené nebo ji nevazi vilibec, a proto
neobsahuji emulgatory. Tyto masti jsou schopny macerovat kizi. Nevyhodou téchto masti
je v8ak rychlé Zluknuti, proto je nutné ptidat do kosmetického zakladu konzervaéni latky.
Mezi zastupce patii napf. vazelina bila a zluta (vaselinum album a flavum), které maji
vysoce okluzivni G¢inek [11, s. 59]. Ob¢ vazeliny jsou tvofeny ¢isténymi smési polotuhych

nenasycenych thlovodiku z nafty [8, s. 47].

Dale zde mohou byt fazeny vosky a oleje (pfirodni nebo syntetické) [11, s. 59].

Neuzivanéjsim voskem v kosmetice je cera lanae, neboli lanolin [8, s. 47].

Nékteré hydrofobni mastové zaklady jsou schopny vazat omezené mnozstvi vody. Mezi
tyto zastupce je fazen napi. Synderman, ktery je schopen vazat vodu az do 20 %. Dal§im

ptikladem mize byt Pontin nebo Excipial unguentum [11, s. 59].

V praktické Casti této prace je navrzena podobna receptura masti jako je Synderman.
Synderman je komeréné dostupny mastovy zaklad slozeny z vaselinum album, adeps
lanae, cera alba, paraffinum liquidum, paraffinum solidum, monoglycerides of palm oil,

ceresinum [12].

Dalsim zastupcem, rovnéZ hojné vyuzivanym pro pifipravu masti, mize byt Pontin, ktery se
skladd z vaselinum flavum, adeps lanae, paraffinum solidum, paraffinum perliquidum,

aluminii stearan [13].
Hydrofilni masti

Hydrofilni mastové zaklady jsou tvofeny z polyetylenglykold, neboli makrogola [11,
s. 59]. Makrogoly se misi s vodou v neomezeném poméru a jsou vhodné pro aplikaci do
ochlupenych oblasti [8, s. 48]. Jedna se o vehikula zndmé jako makrogolova mast. Tyto
masti pusobi bakteriocidné, jsou vhodné i na exsudativni dermatozy, nemaceruji pokozku

a jsou netoxické [11, s. 59].

1.3.2 Kremy

Krémy ptedstavuji emulze mastového zakladu s vodou a Kk jejich vyrobé je potieba
emulgator. D¢li se na emulzi typu olej ve vodé (o/v) — hydrokrémy a na emulzi typu voda

v oleji (v/0) — oleokrémy [11, s. 59].
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Hydrokrémy

Hydrokrémy ptedstavuji pfevazné denni krémy. Voda ¢ini 50 az 90 % celkové své
hmotnosti. Tyto krémy se lehce omyvaji vodou, nezanechavaji mastny film na pokozce ani
nespini pradlo a pusobi chladivym dojmem. Vzhledem k vysokému obsahu vody je potieba
ptidavku konzervacnich latek. Mezi zastupce téchto krémt fadime Ambiderman, Cremor
leniens, Neoaquasorb, Cremor neoaquasorb [11, s. 59].

Ambiderman je polymerovy gel s rozptylenou tukovou fazi, uréeny pro pfipravu emulze
typu o/v. Tento krémovy zaklad je slozen z paraffinum liquidum, paraffinum solidum,
alcohol  stearilicus,  propylenglycolum,  slovasol,  carbomera, trolaminum,
methylparabenum, propylparabenum, aqua purificata [14].

Neoaquasorb ptedstavuje hydrofilni zaklad, ktery je schopen na sebe navazat az 150 %
vody [8, s. 47]. Jeho receptura je paraffinum perliquidim, paraffinum solidum, acidum
stearicum, alcohol cetylstearylicus, slovasolum, glyceroli monostearas, methylparabenum,

propylparabenum, glycerolum, aqua purificata [15].
Oleokrémy

Oleokrémy jsou mastné no¢ni krémy s obsahem 15 az 60 % vody. Kapicky vody jsou
rozptyleny voleji ¢i tuku a tim je docileno sniZzeného odpafovani vody z krému.
Oleokrémy se dobie vstiebavaji a ptisobi rovnéz chladivym dojmem. Pfikladem mohou byt

Unguentum leniens, Cremor leniens, Cremor refrigerant [11, s. 59-60].

1.3.3 Gely

Gely obsahuji botnajici latku a tekuté vehikulum. Tato formulace dostate¢né hydratuje
pokozku, avSak jejich Castd aplikace muze vést k presuseni pokozky a k zanétlivym ¢i

svédivym koznim projeviim. Gely jsou déleny na hydrogely a oleogely [11, s. 60].
Hydrogely

Hydrogely vznikaji smisenim gelotvorné latky a hydrofilniho rozpoustédla. Latky tukové
povahy neobsahuji ani v malé mife. U hydrogelu je diky obsahu vody ¢asta mikrobidlni

kontaminace, proto je nutné pridavat do této smési vhodné konzervaéni latky [11, s. 60].

Gely mohou byt pfipraveny rozpusténim gelotvornych latek na dostatecné koncentrovany
roztok, kdy rosolovaténi nastava az po nasledném ochlazeni, nebo se necha tato gelotvorna
latka dostate¢né nabotnat v rozpoustédle. Specialnim piipadem jsou tzv. karbopolové gely,

u kterych dochazi k rosolovaténi az po nasledné neutralizaci roztoku [1, s. 130].
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Nejcastéji vyuzivané gelotvorné latky v kosmetice jsou karbomery. Na trhu existuje Siroka
skala komerénich pfipravkid na bazi karbomert. Jedna se napt. o Carbopol, Acrypol,
Optasense, Tego Carbomer, Polygel CA, Synthalen. Za témito nazvy se Casto objevuje
Cislo, které udava molarni hmotnost (napi. Carbopol 940) [16], [17, s. 117].

Oleogely

Oleogely jsou vytvaifeny misenim botnajici latky a oleofilnim vehikulem. Jejich pouziti je

téméf minimalni [11, s. 60].

1.4 Konzervace KP

Konzervaci KP se rozumi pouziti kombinace latek, ktera je vyhradné nebo pievazné urcena
k potlaceni ristu mikroorganismt v kosmetickém piipravku [11, s. 60]. Mikrobiologicka
stabilita patii mezi dulezité aspekty KP. Jedna se jak o prodlouzeni trvanlivosti KP, tak
0 prevenci poSkozeni zdravi spotiebitelti. V soucasné dob¢ je vybér konzervacnich latek
omezen a fizen legislativnim nafizenim [18, s. 18]. Seznam povolenych konzervacnich
latek a jejich nejvy$si moznou koncentraci uvadi Nafizeni €. 1223/2009, ptiloha V. Toto

nafizeni také uvadi seznam nedovolenych konzervaénich latek pro pouziti v KP [2].

Doba, po kterou si vyrobek zachovava své antimikrobidlni vlastnosti, je nazyvana dobou
minimalni trvanlivosti a tuto dobu stanovuje vyrobce. Pokud ma vyrobek dobu trvanlivosti
krat$i nez 30 mé&sicli, musi vyrobce vZdy uvést na obal datum minimalni trvanlivosti, a to
ztetelné ve formé roku, mésice a dne (popft. roku a mésice). Dale jsou dle potieby doplnény
informace jak dany vyrobek skladovat, aby bylo co nejvice zabranéno mikrobiologickému
napadeni. Pokud mé vyrobek trvanlivost vys§i nez 30 mésicli, musi byt spotiebitel
informovan, jakou dobu mizZe KP pouZivat po otevieni vyrobku. Tento udaj musi byt
uveden na obale symbolem otevieného kelimku, u kterého bude uvedena informace o dobé

pouziti mésicem nebo rokem [2].

1.4.1 Faktory ovliviiujici ptisobeni konzervaénich latek

Abychom zajistili dostateCnou antimikrobidlni ochranu KP, nesta¢i pouze pfidat
konzervaéni latku do systému. Uéinnost a stabilita konzervaénich latek je zavisla na fadé
fyzikélnich a chemickych vlastnostech KP. Volba vhodné konzervaéni latky je
ovliviiovana napf. formulaci kosmetického zakladu, pH a kompatibilitou s ostatnimi slozky

systému [19, s. 169-170], [20, s. 143].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Hodnota pH je dalezitym faktorem ovliviiujici konzervaci KP. Bakteriim se nejlépe dafi
V neutrdlnim nebo slabé alkalickém pH, kvasinky preferuji kyselejsi prostiedi a plisné

nevyzaduji specifické pH, mohou rust pii pH v rozmezi 1,2 — 11 [21, s. 173-174].

Jelikoz vétSina déjti v zivé bunice je schopna jen za piedpokladu pritomnosti dostate¢ného
mnozstvi vody, je dal$im dilezitym faktorem, ovliviiujici napadeni KP mikroorganismy,
aktivita vody (aw). Bakterie jsou schopny se rozmnozovat pii ay 0,99 az 0,93. Tato hodnota
ale neni pravidlem a mohou se vyskytovat vyjimky. Napfi. bakterie rodu Staphylococcus se
rozmnozuje pii ay 0,80 nebo bakterie rodu Pseudomonas pii ay 0,90. Kvasinky vyzaduji

pro mnozeni a, 0,91 — 0,88 a plisné daleko nizsi a, nez bakterie ¢i kvasinky [19, s. 168].

Dalsi neméné dulezitym faktorem je rozpustnost konzervacni latky. Existuji latky
rozpustné ve vod¢ a latky rozpustné v olejich. Jelikoz se mikroorganismy mnozi jen ve

vodné fazi je nutno vybirat latky rozpustné ve vodé [22, s. 71-72].

1.4.2 Pozadavky na konzervaéni systém KP

Idealni konzervacni latka by méla ptisobit proti rozsahlé skale mikroorganisma, nejlépe pfi
nerozpustnost v oleji, stabilita pfi daném pH a teploté a mé¢la by byt slucitelna s ostatnimi
slozkami KP. M¢lo by se jednat o bezbarvou latku, ktera je bez zapachu, netoxicka,
nedrazdiva, nefotosenzibilizujici, chemicky stabilni, finanén€¢ dostupna a lehce
stanovitelnd. JelikoZ neexistuje latka, kterd by spliiovala vSechny tyto poZadavky,
zakomponovavaji se do systému konzervaéni smési (misto jedné konzervaéni latky), které
se snazi co nejvice priblizit témto podminkam. Snahou je dosdhnout poZadované
konzervace s co mozna nejmensi koncentraci pouzité konzervac¢ni smési. Pii tomto vybéru
je nutné volit ze dvou moznych koncentraci. Stanovuje se bud minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), kterd zabranuje viditelnému ristu bakterii za 24 hodin, nebo minimalni
bakteriocidni koncentrace (MBC), kterd& musi byt schopna usmrtit mikroorganismy
vyskytujici se v KP [3, s. 212].

1.4.3 Konzervacéni latky pouZivané v KP

Konzervacni latky lze podle plivodu rozdélit na syntetické a pfirodni. DnesSni vyrobci
mohou vybirat z bohaté $kaly povolenych syntetickych latek lisici se puvodem, u¢inkem,
zpusobem uziti a chemickou strukturou [19, s. 169-170]. Ac¢koli se pouzivaji Cast&ji latky

syntetick¢ého ptvodu (organické kyseliny, parabeny, alkoholy a dalsi), v dneSni dobé¢
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stoupd zajem i1 o latky pfirodniho pivodu. Jednd se hlavné o esencidlni oleje (napf.
levandulovy, hfebickovy, tymidanovy nebo rozmarynovy olej) a rostlinné extrakty (napf.

extrakt z grapefruitovych semen) [23, s. 232].
Organické kyseliny

Mezi nejznaméjsi a nejrozsitenéj$i organické kyseliny jsou fazeny kyselina sorbova,
benzoové, dehydrooctova a jejich soli. Organické kyseliny jsou G¢inné pouze v kyselej$im
pH (<'5), kdy ptfechazeji do mén¢ kyselé cytoplazmy bunky, tam disociuji a uvolni proton.
Timto déjem dojde ke sniZzeni intracelularniho pH. Buiika ma vSak snahu udrzet protonovy
gradient a proto odcerpava dalsi protony ven zbuilky, coz je energeticky ndrocné

a v podstaté dojde k usmrceni buniky hladem [20, s. 169].
Parabeny

Parabeny (alkylestery kyseliny p-hydroxybenzoové) a jejich soli se fadi mezi Casto
vyuzivané konzervacni latky v kosmetice, farmacii i potravinafstvi. Jsou to bezbarvé latky
bez zapachu, které jsou stabilni a dobte u¢inné v rozmezi pH 3 — 9,5. U jedincti se zdravou
kazi nejsou irita¢ni ani senzitizujici. Pouze u jedinct, ktefi maji poskozenou kuzi, mize
nastat problém se senzibilizaci, ktera by mohla vést k dermatitidé [24, s. 84].

Parabeny jsou soucasti mnoha kazdodenné vyuzivanych KP. Pouzivaji se jako konzervacni
systém v Samponech, sprchovych gelech, mydlech, emulzich, krémech, antiperspirantech
a deodorantech [24, s. 84].

Ackoliv jsou parabeny povazZovany za prakticky netoxické, jejich kazdodenni uZivani
muze u citlivych jedinci zpusobit rozvoj alergie ¢i jiny zdravotni problém. Mezi
nejvyznamnéjsi parabeny patii metylparaben, etylparaben, propylparaben a butylparaben
[24, s. 85].

Alkoholy

Do KP mohou byt jako konzervacni latky piidavany také alkoholy. Mezi nejcastéji uzivany
alkohol patii etanol, ktery vSak vyzaduje vysSi koncentraci K zabranéni ristt bakterii
a plisni. Casto se jedna o koncentraci vy$si nez 4 % celkové své hmotnosti. Dal§im Gastym
konzerva¢nim c¢inidlem muize byt propylenglykol, ktery vyuziva svého synergického
ucinku s parabeny. Ackoli etanol i propylenglykol mohou byt vyuzivany v kosmetice,
nejcastéji nachazeji uplatnéni v potravinarstvi a farmacii. Pro KP je mnohem obvyklejsi

pouziti fenoxyetanolu a benzyl alkoholu. Mechanismus ucinku téchto alkoholli miize byt
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dvojiho charakteru. Jednd se bud’ o poruSeni propustnosti bunécné membrany, nebo

0 inaktivaci zakladnich enzymi bunky [20, s. 167].

Fenoxyetanol je vyuzivan pro své konzervacni, antiseptické a dezinfekéni vlastnosti, a to
nejéastéji v kosmetickém ¢i farmaceutickém prumyslu. Nejéastéji se objevuje v pletovych
vodach, krémech, maskach, Samponech, deodorantech a make-upech. Fenoxyetanol ma
vysokou ¢innost V Sirokém rozmezi pH. V pfitomnosti s aniontovymi nebo kationovymi
detergenty je stabilni, naopak v pfitomnosti s neionogennimi tenzidy dochazi k jeho
rozpadu a deaktivaci. V piipravcich se Casto pouziva v kombinaci s kyselinou sorbovou,
dehydrooctovou nebo také sparabeny [19, s. 232-333], Jeho maximalni povolena

koncentrace pro pouziti do KP je 1 % [2].
Esencialni oleje a rostlinné silice

Jako ptirodni konzervaéni latky se mohou pouzivat esencialni oleje nebo dalsi extrakty
z rostlin, které jsou zdrojem biologicky aktivnich slouc¢enin. Esencialni oleje mohou mit
antibakterialni, antivirové a protiplisiové vlastnosti. Nékteré plisobi také insekticidné

a antioxidac¢né [25, s. 1-2].

V kosmetice a lékafstvi byly aromatické rostliny a jejich nalevy vyuzivany uz v roce
1000 n.l., kdy byl vynalezen proces destilace, tak jako jej zndme dnes. Esenciélni oleje
jsou tékaveé, organické prvky rostliny, které dodavaji produktim viini nebo chut. Zdrojem
téchto slozek nejsou celé rostliny, ale pouze jejich urcita ¢ast. Jedna se napft. o kvéty, listy,

kiru, dfevo, kofen, oddenky, suché plody nebo semena [26].

I pfesto, Ze jsou tyto extrakty pfirodniho plivodu, neni zarucena jejich bezpecnost. Pti
dlouhodobém uzivani nékterych oleji muze nastat u citlivéjich jedinct rozvoj alergické
reakce eventualné fytotoxicka a fotoalergicka reakce. Mezi tyto rizikové oleje jsou fazeny
napf. bergamotovy olej, olej z bazalky, nebo olej z kury skoficovniku [26]. Esencialnimi
oleji, které mohou vyvolat kozni reakci (tzv. fotodermatdzu), jsou oleje, které obsahuji
prirodni heterocyklické slouceniny furokumariny. Furokumariny jsou obsazeny napf.
v rostlinach ¢eledi Umbelliferae — andélka, karotka, petrzel, celer, a dalsi, nebo v ¢eledi
Rutaceae — bergamot, citrus a dalsi. Tyto extrakty zcitlivuji kiiZi na zafeni nejen pfii
topickém, ale i pfi peroralnim pouziti. Mezi oleje uzivané v kosmetice, které maji
fotosenzibilizacni Gc¢inky, se fadi olej levandulovy, bergamotovy, pomerancovy, citronovy

nebo skoficovy [27, s. 385-387].
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Esencidlni oleje obsahuji fadu alergennich latek a jejich pouziti musi byt vyzna¢eno na
obale jako samostatna slozka pokud je obsah alergent vétsi nez 0,01 % u oplachové
kosmetiky nebo 0,001 % u neoplachové kosmetiky [2].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

2 PROTEINY JAKO BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY
V KOSMETICE

Prvni zminky o vyuzivani proteint pro kosmetické ucely sahaji do starovéku, kdy byly tyto
slozky ziskavany z obilné mouky, zvifeci krve, mléka a vajecnych bilkl. Tyto latky byly
pfimo aplikovatelné na pokozku bez vétSich uprav. Az v roce 1950 bylo zaznamenano

racionalngjsi vyuziti proteinti v kosmetologii [28, s. 321-322].

Kosmeticky ptipravek mutize obsahovat velké mnozstvi pifidatnych bioaktivnich latek.
V mnoha studiich se hovoii o piiznivych ucincich latek bohatych na bilkoviny. Proteiny
jsou hojné vyuzivany pro jejich blahodarny ucinek k udrzeni zdravé a hydratované
pokozky [28, s. 321-322].

Proteiny hraji dominantni roli v mnoha biologickych procesech. Jejich hlavni funkci je
pfenos a hromadéni malych molekul a iont, jsou souc¢asti mechanické bariéry a podileji se
na imunitni ochrané pokozky. Jejich dalsi schopnosti je vyroba a pienos nervovych
vzruchi a napomahaji rustu a diferenciaci bunék pokozky [28, s. 321-322]. Pro vyuziti
nejen v kosmetice, ale i v potravinaistvi jsou dulezité jejich vlastnosti. Jedna se o latky
majici antimikrobidlni aktivitu nebo se mohou vyuzivat jako antioxida¢ni ¢inidla, maji také
schopnost zabranit tvorbé rakovinnych bunck a §ifeni nadorti, snizit hladinu cholesterolu
a bojovat tak proti obezité. Nékteré peptidy dokazou snizovat krevni tlak a maji pfiznivé
uéinky pii hypertenzi [29, s. 1-22]. Z kosmetického hlediska jsou nejdtlezitéjsi jejich

antimikrobialni a antioxida¢ni vlastnosti.

Pro kosmetické produkty se vyuzivaji hlavné proteiny ziskané z nizkomolekularnich
bilkovin [28, s. 321]. V soucasnosti je pfredmétem zajmu at’ jiz v kosmetice, ¢i jiném

odvétvi, vyuziti mlécnych a syrovatkovych proteinti.

2.1 Milé¢né bilkoviny

vvvvvv

biologicky aktivni peptidy majici antimikrobialni, antioxida¢ni, imunomodulac¢ni,
antitrombotické a antihypertenzni vlastnosti. Vice nez 200 biologicky aktivnich
peptidovych sekvenci bylo identifikovdno z kaseini a syrovatkovych proteint. Tyto
bioaktivni proteiny jsou v matefské molekule neaktivni a pro jejich aktivaci musi byt z této
molekuly uvolnény. Existuje nékolik zptsobu jak tento peptid uvolnit. Jedna se naptiklad

0 hydrolyzu travicich enzymu, fermentaci mléka proteolytickou startovaci kulturou nebo
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mikrobidlni proteolyzu. Velké mnozstvi téchto biologicky aktivnich peptidi bylo
identifikovano ve fermentovanych mléénych vyrobcich, jako je jogurt, kysané mléko

a urcité druhy syra [29, s. 70].

2.1.1 Kaseinove bilkoviny

Mezi kaseinové bilkoviny, které pusobi antimikrobidlng, fadime Isracidin, Kappacin
a Casocidin-1 [29, s. 71].

Isracidin vznika $tépenim asl-kaseinu pomoci chymosinu. Tento peptid je ucinny proti
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes a Candida
albicans. U lIsracidinu v kombinaci s antibiotikem (penicilin nebo streptomycin) byl

zaznamenan synergicky ucinek proti S. aureus [30, s. 2358].

Dal$im enzymem, ktery $§tépi kasein je trypsin. Tento enzym $té€pi as2-kaseinu a vznika
antimikrobidlni peptid zvany Casocidin-I, ktery pusobi proti fadé grampozitivnich

a gramnegativnich bakterii [29, s. 71].

Kappacin je fosforylovand forma caseinomakropeptidu pivodné odvozena od k-kaseinu.
Tento peptid je rovnéz ucinny proti nékterym mikroorganismum, jako je S. aureus, E. coli

nebo napiiklad Listeria innocua [30, s. 2358].

2.1.2 Syrovétkové bilkoviny

Syrovatka je zlutozelena kapalina, ktera vznika jako vedlej$i produkt pti vyrobé syru.
Slozeni a vlastnosti syrovatky jsou zavislé na kvalité¢ pouzitého mléka a na technologii
vyroby kone¢ného produktu. Syrovatka pfedstavuje zhruba 93 % vody. Zbytek je tvofen
laktozou, vitaminy a minerdlnimi latky. Méné€ nez 1 % celkového obsahu pifedstavuji

proteiny [31, s. 257].

V mnoha studiich bylo zjiSténo, Ze syrovatkové bilkoviny vykazuji biologickou aktivitu.
Diky tomuto faktu 1ze nachéazet uplatnéni syrovatky nejenom v potravinaiském pramyslu,

ale také ve zdravotnictvi, farmacii a kosmetickém pramyslu [32, s. 1637], [33, s. 48].

Syrovatkové proteiny se déli na albuminy a globuliny. Jedna se o globularni molekuly,
které tvofi piiblizng 17 — 20 % celkovych bilkovin kravského mléka. Je zde ptitomnych

n¢kolik frakei, které vykazuji biologickou aktivitu [32, s. 1637], [34, s. 9].
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B-Laktoglobulin (B-Lg)

B-Laktoglobulin je nejvice pievladajicim proteinem syrovatky (50-60 %), ktery je bohaty
na esencialni aminokyseliny. Svou schopnosti modulovat lymfatické odpovédi se jevi jako

obranna latka proti infekcim a $ifeni nadora [34, s. 14].
a-Laktalbumin (a-La)

Tato bilkovina ma druhé nejrozsifenéjsi zastoupeni mezi proteiny v syrovatce (25 %).
a-Laktalbumin vykazuje rovnéz biologickou aktivitu, ktera se projevuje v Sirokém spektru
oblasti. Napomaha vstfebavani mineralnich latek, mé antibakterialni a imunomodulacni
ucinky, zlepSuje hojeni ran a podporuje imunitni systém. Bylo zjisténo, ze zlepSuje kvalitu
spdnku a ma uklidiiujici uCinky pii psychickém vytizeni. Tato bilkovina ma rovnéz

protirakovinné G¢inky [34, s. 14], [35, s. 1-4].
Glykomakropeptid (GMP) a proteozo-peptony

Tyto frakce maji niz§i zastoupeni nez B-laktoglobuliny a a-laktalouminy, ale i zde je

znama jista biologicka aktivita téchto proteint [34, s. 15].
Imunoglobuliny

Imunoglobuliny zahrnuji skupinu proteini IgG, IgM, IgA a sekrecni IgA. Podporuji
imunologickou aktivitu a mohou byt pfinosné pii 1é¢bé prijmovych onemocnéni [34,

s. 14], [35, s. 1-4].
Laktoferin

Laktoferin je antibakterialni, fungicidni a antivirova bilkovina, kterd ma imunomodula¢ni,
antioxida¢ni a protizanétlivou aktivitu. Mnozeni bakterii zabraiuje tim, Ze jim odebira
zelezo, diky némuz se vétSina bakterii mnozi. Laktoferin umoZznuje transport odebraného
zeleza, vaze na sebe toxiny a puisobi pfiznivé na stfevni mikrofloru. Ma hepatoprotektivni

ucinky, které byly vyuzity pti 1é¢bé jaterniho onemocnéni [36, s. 3281-3291].

Laktoferin, stejné jako lysozom, je povaZovan za antibiotikum savcii. Aktivovany protein
je zlepSenou formou pftirodniho izolovaného laktoferinu a jevi se jako silny inhibitor
patogenni mikroflory na povrchu produktu. Aktivovany laktoferin Ize aplikovat a vyuzivat
zejména Vv potravinafstvi a zivo¢isné vyrobé. Diky svym imunomodulaénim vlastnostem se

vsak o laktoferinu mize uvazovat jako o 1é¢ivu [37, s. 220-221].
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Studie [38, s. 4137-4142] se zabyva vlastnostmi enzymatickych hydrolyzatti hovéziho
laktoferinu. Tyto hydrolyzaty byly ziskdny S$tépenim laktoferinu prase¢im pepsinem,
pepsinem tresky nebo kyselou proteazou Penicillium duponti. VSechny hydrolyzaty
Stépeny témito enzymy vykazovaly silnou aktivitu proti Escherichia coli O111. Naopak
hydrolyzaty ziskané jinymi enzymy (tripsyn, papain, aj.) byly proti této bakterii aktivni
mnohem méng. Nizkomolekularni peptidy produkované prase¢im pepsinem inhibuji rist
fady gramnegativnich i grampozitivnich bakterii, a to i ty, které jsou rezistentni
K nativnimu laktoferinu. Tato studie pfipousti mozné vyuziti téchto produktd jako

konzervacni ptisady v kosmetickych ptipravcich.

Kromé téchto bilkovinnych frakei syrovatky maji zna¢né zastoupeni i latky nebilkovinné
povahy, jejichz biologickd aktivita je neméné dilezitad. Prehled vSech téchto latek je

uveden v Tab. 1.

Tab. 1. Zastoupeni biologicky aktivnich latek v syrovatce [39, s. 1197-1211].

Slozka syrovatky Koncentrace [mg/l]
B-Laktoglobulin 3,2
a-Laktalbumin 1,2
Glykomakropeptid 1,2
Proteozo-peptonova frakce 1,1
Imunoglobulin G 0,7
Bovinni sérum albumin 0,4
Laktoferin 0,06
Imunoglobulin A 0,04
Imunoglobulin M 0,04
Laktoperoxidaza 0,03

Lysozym 0,0004
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2.2 Produkce bioaktivnich latek

Antimikrobialni peptidy lze ziskavat riznymi cestami. Mlze se jednat jak o peptidy, které
jsou produkovany mikroorganismy, tak o peptidy rostlinného ¢i zivo¢isného puvodu nebo

o peptidy pfirozené se tvorici v lidském téle [40, s. 93-100].

Ptirodni peptidy mohou byt ziskdvany primarné¢ jako bioaktivni latky obsazené
v rostlinach. V ptirodé se mohou vyskytovat také ve formé sekundarnich metabolitt
rostlin. Rostliny maji sviij vrozeny imunitni systém, ktery do zna¢né miry zavisi na
produkci antimikrobialnich peptidi. Tyto peptidy maji protiinfekéni i€inky, mohou se jevit

jako ucinna antimykotika nebo ptisobit proti virovému napadeni [40, s. 93-95].

Antimikrobialni peptidy Zivo¢isného puvodu lze izolovat jak z bezobratlych Zivocéichu
(hmyz) tak z obratlovcd (Zabi kiize, savci). Zdrojem bioaktivnich peptidi mize byt také
¢lovek. Prestoze lidsky epitel a leukocyty maji znaéné mnozstvi antimikrobialnich peptidd,
jejich vyuziti nebylo dostate¢né zkoumano a zatim je zndmo jen pér latek, které by mohly

mit potencialni vyuziti v oblasti 1é¢iv [40, s. 98].

Kromé ziskavani peptidd pfimou cestou mohou byt tyto latky produkovany
mikroorganismy jako hlavni slozka obranného systému hostitele. V minulosti byla
objevena mnoha peptidova antibiotika, ktera byla délena do dvou tfid. Jednalo se
0 neribozomaln¢ syntetizované peptidy (napf. gramicidin) nebo o ribozomalni

syntetizované (pfirodni) peptidy [40, s. 93-100].

2.2.1 Bakterie mlé¢ného kvasSeni

Mezi mikroorganismy, které produkuji antimikrobidlni latky vyuzitelné v kosmetice, patii
bakterie mlécného kvaseni (BMK). Jejich potencialni vyuziti mize byt zalozeno na jejich
schopnosti vytvaiet latky s rozdilnymi strukturami majici antimikrobidlni t¢inek. Jedna se
predev§im o latky nizkomolekularni, jako je kyselina mlé¢na, oxid uhli¢ity, diacetyl,

peroxid vodiku a bakteriocin [41, s. 63].

Bakterie mlééného kvaSeni jsou predevSsim grampozitivni bakterie Se stejnym
metabolismem, fyziologickou funkci a morfologickou stavbou. Jedna se o heterogenni
skupinu mikroorganismi, ktera tvoii tyCinky a koky, nesporuluje, je aerotolerantni ¢i

anaerobni a je také acidotolerantni [42, s. 1-2].

Mezi BMK se tadi rody Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
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a Weissella. Rod Bifidobacterium patfici mezi jednobunééné organismy rodu aktinomycet

je mezi BMK je fazen diky analogii fenotypu [42, s. 1-2].

Bakterie mlécného kvaSeni patii mezi probiotické bakterie, které v posledni dobé ziskaly
velkou pozornost. Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které jsou vyuzivany pro svij
ptiznivy vliv na zdravi hostitele. Probiotické bakterie produkuji uzite¢né slouceniny, jako
jsou bakteriociny, polysacharidy, kratké fetézce mastnych kyselin, volné aminokyseliny,
bioaktivni peptidy, travici enzymy, vitaminy a imunomodulac¢ni slouéeniny [43,
s. 306-308].

Spolecnym znakem vSech BMK je schopnost zkvasovat cukry a ziskévat tak kyselinu
mlécnou. Diky této kyseliné dokazou snizit pH suroviny [43, s. 306-308].
Z biochemického hlediska mizeme v zavislosti na jejich produkci délit tyto bakterie na
homofermentativni  a heterofermentativni.  Homofermentativni BMK  fermentuji
jednoduché sacharidy za vzniku kyseliny mlécné jako primarniho produktu. Naopak
heterofermentativni maji schopnost kromé kyseliny mlééné produkovat i fadu dalSich

latek, napf. oxid uhlicity, etanol a dalsi [42, s. 1-2], [44, s. 7-10].

2.3 Bakteriociny

Béhem fermentace jsou BMK schopny produkovat latky zvané bakteriociny, které jsou
hojné vyuZivany pro své bakteriocidni a bakteriostatické u¢inky a maji rozsahlé vyuziti pro
dals$i odvétvi. Tyto bakterie mohou produkovat jeden €i vice bakteriocini a na zakladé
jejich biochemickych a genetickych vlastnosti jsou fazeny do riznych kategorii [43,
s. 306-308].

Bakteriociny jsou proteiny (peptidy), které vznikaji ribozomalni syntézou a obycejné
obsahuji 30 — 60 aminokyselinovych zbytkt. Tyto antimikrobialni latky ptisobi proti
dal$im bakteriim, mnohdy uzce pifibuznym Kk producentovi. Ob¢ baterie (producent
antimikrobidlniho peptidu i bakterie, kterd je timto peptidem inhibovana) jsou
grampozitivni [45, s. 577-592]. Gramnegativni buniky maji vné&j$i membranu, ktera je pied
bakteriociny chrani. Pokud je tato vnéjSi membrana naruSena, mohou bakteriociny plsobit
I proti gramnegativnim bakteriim [46, s. 131-149], [47, s. 82-100].

Mikroorganismy, které produkuji bakteriociny, jsou casto izolovany z Cerstvych
a fermentovanych surovin, jelikoz pii nizkém pH je aktivita bakteriocinl nejvyssi. Tyto

bakterie mohou byt soucasti startovacich kultur pro fermentaci potravin, anebo se k t¢mto
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kulturam mohou pfidavat za zamérem zlepSeni jakosti a bezpeCnosti potravin [46,

5. 131-149].

Bakteriociny maji rozsahlé spektrum vyuziti (Obr. 1). Mohou se vyuZivat v potravinafstvi
jako konzervacni latky nebo aditivni latky. Ddale se mohou uplatnit ve zdravotnictvi,
veterinaistvi ¢i zemédélstvi (hnojiva a pesticidy) [43, s. 306-308], [47, s. 82-100].

‘ Zedlsu ' -]

( Veterinarni medlcma |

Lidsky b
gastrointestinalni trakt - I_ Ronzesvalnk prostiedek |
; Lidské zdravi |

Bal(tene mlecneho
=l

Obr. 1. Prehled vyuziti bakteriocinii produkovanych BMK [43,
s. 306-308].

2.3.1 Mechanismus ucinku bakteriocinu

Bakteriociny grampozitivnivh bakterii jsou schopny rozpoznat specificky receptor
Vv cytoplazmatické membrané cilovych bakteridlnich bunék, tuto vnéj$i membranu narusi
a vytvori pory ve fosfolipidové dvojvrstvé [48, s. 3-5]. Tato schopnost tvofit pory ma za
nasledek vytékani draselnych iontl z buiiky, ztrdtu membranového potencidlu a zamezeni
pfijmu aminokyselin. Zanik bunky je tedy zapfi¢inén neucinnym cyklem piijmu drasliku
za pomoci adenosintrifosfatu (ATP). Tento dé&j zpusobil bakteriocin, ktery pomoci ATPasy
zprostfedkoval uvolnéni drasliku v kombinaci se zvySenou hydrolyzou ATP [45,
S. 577-592]. Krom¢ tohoto byly popsany i dal$i mechanismy U¢inku. MiZze se jednat
napiiklad o inhibici proteosyntézy, ktera zabranuje tvorbé téchto dilezitych peptidii nebo
o interferenci s Na+/K+ transportem [48, s. 5].

Pokud je vngj$i membrana gramnegativnich buné¢k narusena fyzikdlnim ¢i chemickym

faktorem nebo je vystavena stresovym podminkam, stava se tato membrana propustné pro

bakteriociny BMK a i gramnegativni bakterie jsou timto bakteriocinem inhibovany [48,
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s.3-6]. U téchto bakterii byl prokazan synergicky efekt bakteriocinu a kyseliny
etylendiamintetraoctové (EDTA). Bylo zjisténo, ze EDTA je ucinnd pouze
u gramnegativnich bakterii a to tim, ze naruSuje cytoplazmatickou membranu cilové

bakterie a umozni tak ptistup bakteriocinu do bunky [49, s. 321-329].

2.3.2 Klasifikace bakteriocinu

Bakteriociny grampozitivnich bakterii jsou rozdéleny do ¢&tyt hlavnich kategorii [45,

s.578], [48,s.5].
Bakteriociny I. tfidy — lantibiotika

Lantibiotika jsou peptidické latky, které patii mezi skupinu antibiotik. Tato skupina
pfedstavuje malé molekuly (2 az 3 kDa) s netypickou strukturédlni stavbou. Obsahuji
jednak polycyklickou thioeterovou aminokyselinu (lanthionin ¢i  metyllanthionin)
a zaroven nenasycenou aminokyselinu dehydroalanin a kyselinu 2-aminoisomaselnou [43,
s. 306-308].

Jsou syntetizovana jako prekurzorové peptidy s N-koncovym peptidem a C-koncovou
oblasti, ve které jsou posttransla¢né modifikovany zbytky specifickych aminokyselin [50,
s. 1068].

Tyto bakteriociny byly rozdéleny do dvou skupin na zakladé strukturdlni podobnosti. Prvni
skupina (napf. nisin a epidermin) je tvofena podlouhlymi, flexibilnimi, kladné¢ nabitymi
peptidy, které vytvareji pory v cytoplazmatické membrané grampozitivnich bakterii, a tim
mize dojit k bakteriolyze. Druha skupina (napf. mersacidin, actagardin) je tvofena
globulérnimi peptidy tézsi struktury, které maji bud’ zaporny, nebo neutralni nboj. Jejich
pusobeni je zaloZeno na tvorbé komplexti S membranou pomoci specifickych enzymu [43,

s. 306-308], [51, s. 1-6].

Mezi zéastupce této téidy patii napt. nisin. Nisin je produkovan kmeny Lactococcus lactis
subsp. lactis a v kyselejsim pH ma Siroké spektrum inhibice grampozitivnich bakterii.
Pusobi také proti fad¢ patogennich mikroorganismii. Dalsim zastupcem je Lacticin 3147,
ktery ma antimikrobialni ucinek i v neutralnim prostiedi, ¢im se odliSuje od nisinu [46,

s. 131-149].
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Bakteriociny Il. tfidy — nelantobiotika

Do této t¥idy patii nizkomolekularni, nemodifikované, aktivni a relativné stabilni peptidy
(<10 kDa). Jednd se o kationaktivni a hydrofobni peptidy, které jsou déleny do tii
podskupin [43, s. 306-308], [47, s. 82-100], [52, s. 545-555]:

e ll(a) — pediocinové bakteriociny se silnym ucinkem proti Listerii. Zastupcem je
napi. pediocin PA-1 a enterocin A,

e |l(b) — tato podskupina je tvofena souborem dvou ruznych bakteriocinti a jejich
ucéinnost je zavisla na ¢innosti téchto odlisnych peptida. Patii zde napt. lacticin F,
plantaricin EF a dalsi,

e ll(c) — sekundarni peptidy (sekrety bakteriocinti), které jsou transportovany

vedoucimi peptidy. Do této skupiny se fadi napf. plantaricin A, lactococcin A.
Bakteriociny I1l. A 1V. téidy

Bakteriociny Ill. t¥idy piedstavuji vysokomolekularni peptidy (> 30 kDa), které jsou
teplotné nestabilni. Mezi zastupce této t¥idy patii napi. helveticin J a acidifilicin A [43,
s. 306-308].

Skupina bakteriocinu IV. tiidy je tvofena latkami, které maji ve své molekule kromé
proteinové ¢asti 1 jinou (nebilkovinnou) slozku. Patfi sem glykoproteiny nebo lipoproteiny

[43, s. 306-308].

Piehled nejdulezitéjsich bakteriocind, které produkuji BMK je uveden v Tab. 2.
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Tab. 2. Prehled bakteriocini produkovanych BMK [43, s. 307].

Bakteriocin Produk¢ni organismus

Lacticin 3147

Lactocococcus lactis subsp lactis

Nisin Lactocococcus lactis subsp lactis

Lacto cocain B Lactococavs lactis subsp lactis cremons

Lencocin A Lenconostoc gelidium
Entrocin A Entero coccus faccium
Pediocin A Pediococus pentosaccous
Pediocin F Pediococus acidilactici

Pediocin PA-1 Pediococus acidilatics
Pediocin ACH Pediococus Acidilatics
Leuconostoc mgertcroids

Mesertericin Y105

Curvalicin Lactobacillus curvatus

Acidocin J1132 B

Plantaricin S

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis

o Lactococcus lactis subsp (Streptococcus
Lacticin 481 )
lactis)

Bacteriocin J46

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus plantar

Lactocin-705

Plantaricin C19

Lactocin-S Lactobacillus sake
_ Lactococcus lactis subsp (Streptococcus
Lactococcin MMFII )
lactis)
Curvacin-A Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei

Sakacin-A, Sakacin-P

Lactobacillus reuteri
Plantaricin 1.25 B Lactob

Reutericin
Acidocin B (AcdB)

Kromé¢ bakterii mohou produkovat antimikrobidlni peptidy také houby. Z ptdnich druht

plisni byl izolovan Plectasin, ktery je velmi ucinny proti kmeni Streptococcus [40,

5. 93-100].
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2.4 Vyuziti bakteriocini v kosmetice

Zdrava lidska kaze predstavuje kromé fyzické bariéry i bariéru chemickou. Tato bariéra
obsahuje, mimo jiné latky, i antimikrobialni peptidy, které pokozku chrani a zabranuji
mikrobialnim infekcim. Pokud je tato bariéra jakkoliv naruSena, miize dochazet ke koznim
infekcim a dal§im onemocnénim kize. Abychom témto chorobdm ptedesli, je vhodné
pouzivat piipravky s obsahem antimikrobidlnich peptidi. Timto zplsobem muze byt

feSena at’ uz prevence vzniku infekci tak i jejich samotna 1é¢ba [40, s. 93-100].

V posledni dob¢ je stale vice bakterii odoln&jsich proti antimikrobidlnim latkém, a to vedlo
ke snaze najit alternativni latky, které by sviij antimikrobidlni uc¢inek mohly uplatnit jak

v konzervaci potravin, tak ve farmaceutickém ¢i kosmetickém prumyslu [53, s. 1-9].

Vyuziti bakteriocinii v kosmetice neni tak rozsahlé jako je tomu v potravinaistvi, avsak
mozné vyuziti tady je. Konkrétnim piikladem pouziti bakteriocinu v kosmetickém
primyslu mohou byt nékteré patentované kosmetické ptipravky. Jednim =z nich je
kosmeticka formulace, u které byly pouzity fermenta¢ni metabolity produkované smésnou
kulturou BMK. Jedna se o humektant uren pro suchou a podrazdénou pokozku [54].
Dalsim ptikladem mutze byt patent, ktery se tyka vyuziti kosmetického piipravku
obsahujici alespont jedno prebiotikum spolu s alespont jednim bakteriocinem [55] nebo
ptipravek obsahujici alespon jeden bakteriocin urceny ke snizeni télesnych pachi, zejména

pacht v podpazi [56].

Studie [57, s. 552-559] se =zabyva vyuzitim bakteriocinu produkovaného bakterii
Lactococcus sp.HY 449 proti bakteriim zpusobujici zanét ktuze, jako jsou Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a Propionibacterium acnes.
Pomoci tvorby inhibi¢nich zon pfi antimikrobialnim testovani byla zaznamenana inhibice
rastu téchto bakterii. Bakteriocin velmi rychle inaktivoval kmen P. acnes a pfi testovani na
lidech bylo zjiSténo, Ze nedrazni pokozku ani nezpiisobuje Zadné alergické reakce. Diky
témto aspektim, muze byt bakteriocin produkovany Lactococcus sp. HY 449 vyuzivan
jako uzite¢na antimikrobialni latka zabranujici tvorby akné a zanétu kiaze.

V jiné studii [58, s. 275-282] byl zkouman vliv antimikrobialnich peptidd, které byly
odvozeny od peptidi zabi kaze. Tyto peptidy ([D4k]ascaphin 8, [G4K]XT 7,
[T5k]temporin-DRa, brevinin-2GU a B2RP-ERa) rovnéz pusobi proti kmeni

-----

vykazuji inhibici rustu P. acnes avsSak jako nejlepsi se jevil [D4k]ascaphin 8. Diky
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-----

1é¢bé chronicky zanétlivého onemocnéni acne vulgaris.

Dalsi vyzkum [53, s. 1-9], ktery muZe mit potencial v kosmetickém pramyslu se zabyval
izolaci a charakterizaci antibakterialnich lipopeptidti produkovanych kmenem Citrobacter
a Enterobacter. Pomoci analyzy HPLC byla u izolatd riznych druhti téchto bakterii
zjiSténa pfitomnost mnoha antimikrobidlnich lipoproteind, které se liSily svou molekulovou
hmotnosti. Tyto kmeny se schopnosti produkovat vice antimikrobidlnich lipopeptida
mohou mit vyuziti v biotechnologickych odvétvich, jako je farmaceuticky ¢i kosmeticky

primysl.
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3 NISIN

Nisin je antimikrobidlni peptid syntetizovan nékterymi bakteriemi mlé¢ného kvaseni,
piedevsim bakterii Lactoccocus lactis subsp. lactis [59, s. 199]. Tento bakteriocin
o molekulové hmotnosti 3500 Da se skldda z 34 aminokyselin, byl objeven v roce 1928
a patfi mezi nejvice probadana a nejvice pouzivana antibiotika. Je tolerantni ke kyselému
prostiedi, je teplotn¢ stabilni pfi nizkych hodnotach pH a ma specificky bakteriocidni
ucinek. Jedna se o pfirodni latku, ktera ptsobi antibakterialné, zejména proti
grampozitivnim bakteriim. N¢kdy vsak muze inhibovat i gramnegativni bakterie, spory
bacilu a klostridii [60, s. 146].

Existuje nckolik forem nisinu. Nisin A, Z, F a Q, které jsou produkovany kmenem
Lactococcus lactis a nisin U a U2, které produkuje kmen Streptococcus sp. [61, s. 1].
Nejcastéji se vyskytuje ve dvou piirozenych variantach (nisin A, nisin Z). Jejich odlisnost
je dana zastoupenim rozdilné aminokyseliny (AMK) v poloze 27. U nisinu A se v této
poloze vyskytuje histidin a u nisinu Z je tato AMK nahrazena asparaginem. Tato rozdilna
struktura zptisobuje pouze to, Ze nisin Z se jevi jako Iépe rozpustny v neutrdlnim pH a ma
lep$i diftzni vlastnosti. Na antimikrobialni aktivitu nema vliv zadny [62, s. 775].
Rozpustnost nisinu A je dana hodnotou pH. Pii pH 2 je nisin stabilni a ve vod¢ rozpustny.

Naopak pii pH 6 nebo v neutralnim prostiedi je nisin téméf nerozpustny [60, s. 147].

3.1 Mechanismus u¢inku nisinu

Antimikrobialni (¢inek nisinu je dan jeho pisobim na cytoplazmatickou membranu
cilenych grampozitivnich bakterii, kde vytvafi péry. Vznik pord vede ke zvySené
propustnosti této bakterialni membrany a dochazi k tniku iontt, aminokyselin a ATP.
Kombinace ztraty zivotné dulezitych latek a ATP, tedy vycerpani energie, vede k zaniku
bunky [62, s. 776].

Utinek nisinu proti sporam je zptisoben vazbou proteinu se sulfhydrylovymi skupinami na
povrchu spor s naslednym mechanickym prasknutim [62, s. 776].
3.2 Produkce nisinu

Nisin se vyrabi fermentaci mléka nebo syrovatky pomoci BMK (napt. Lactococcus lactis
subsp. lactis). Vysledny fermenta¢ni produkt je dale koncentrovan, suSen a rozemlet do

malych ¢astic. Tyto Castice obsahuji hodné soli a pevnych latek z mlécnych bilkovin.
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Piesngji se jednd 0 74,4 % NaCl, 23,8 % sacharidy, 2,5 % nisinu a 1,7 % vlhkosti [60,
s. 146].

Vzhledem k vysokym nakladim na vyrobu nisinu je tfeba snizit vyrobni naklady a hledat
levnéjsi zpasoby vyroby s vétsi vytéznosti [60, s. 146]. Aby byla produkce nisinu co
nejvetsi, muze byt zivné médium upraveno piidavkem rtznych latek. Ke snizeni nakladt
rovnéz prispéje zpracovani odpadnich produktii (napt. syrovatka jako odpadni produkt pti

vyrobé syril) a jejich pouziti jako média pro fermentaci [62, s. 775-777].

Produkce nisinu je ovlivnéna nékolika faktory. Jedna se o typ pouzitého bakteridlniho
kmene, ziviny v pouzitém médiu, pH a teplu prostiedi a dalsi faktory, jako jsou napiiklad
inhibiéni latky v médiu, adsorpce nisinu do produkénich bunék nebo enzymaticka

degradace [60, s. 145-146].

Rozpustnost, stabilita a biologickd aktivita nisiu je zdvisld na pH prostfedi. Pfi
fermentac¢nim procesu se vice nez 80 % nisinu uvolnuje do prostiedi pii pH lehce pod 6.
Naopak pii pH nad 6 se nisin uvoliiuje velmi malo [60, s. 145-146]. Nejvétsi produkce
nisinu byla zaznamenédna v rozmezi pH 5,9 — 6,1. Diky vzniku kyseliny mlé¢né vsak
dochazi k velkému snizeni pH média a to miize mit za nasledek inhibici rastu Lactococcus
lactis a snizeni vytézku nisinu. Proto se do fermenta¢niho procesu mohou ptidavat
pufrovaci c¢inidla k apravé tohoto pH. Jako pufrovaci c¢inidlo muize byt pouzit

dihydrogenfosforecnan draselny [62, s. 777].

Déle bylo zjisténo, ze vytézek nisinu je zavisly na pocatecni koncentraci pouzitého
sacharidu v kultivaénim mediu. Nejcastéj$im sacharidem pro produkci nisinu je glukoza.
Kromé glukdzy je moZzno pouzit fadu dalSich cukr, jako je naptiklad sachardza, xyloza,
lakt6za a jiné. Bylo dokazano, ze i sachar6za jako disacharid je schopna rychle tvofit tento

bakteriocin a vytézek nisinu je rovnéz je zavisly na poc¢ate¢ni koncentraci tohoto cukru [62,
S. 777].

Kromé téchto latek je mozno do systému piidat jesté dalsi slozky jako jsou dusikaté latky,
u kterych byl ve studii [62] zaznamenan lepsi vytézek nisinu, nebo tween 80. Tween 80 se
poziva jako dispergacni ¢inidlo. Nisin ma tendenci zlstavat v bunécnych membranach diky
sve amfifilni povaze, a proto muze byt do média piidavan Tween 80, ktery ma za nésledek

uvolnéni nisinu do prostiedi a zvyseni tak jeho vytéznosti [62, S. 777].

Ve studii [62] byla zkoumana produkce nisinu pomoci kmene Lactococcus lactis

ATCC 11454 v zivné MRS pudé¢ pii razném pH. Cilem bylo optimalizovat parametry
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rustového média, aby se zvysila produktivita nisinu ve fermentacnich procesech. K tomuto
ucelu byla pfidana do tohoto média rizna koncentrace sachar6zy, asparaginu (jako zdroj
dusikatych latek), dihydrogenfosforeénanu draselného a Tweenu 80 a byl pozorovan

vytézek nisinu takto upravenych pid.

Ve studii [63] byla sledovéna produkce nisinu v bujonu M 17 a MRS s piidavkem nejen
sacharozy, fosfore¢nanu draselného a asparaginu, ale také s piidavkem odstiedéného mléka
vpoméru 1:1. Bylo zjisténo, ze nejlepsi aktivitu vykazoval nisin v kultivaénim médiu

s mlékem.
3.3 Aplikace nisinu

3.3.1 Vyuziti nisinu v potravinarském pramyslu

Nisin je vyuzivan jako antimikrobidlni latka, kterd je komerén€ dostupna a je povolena
jako konzervaéni aditivum (E234) do potravin. Jeho pouziti upravuje Natfizeni komise
¢. 1129/2011, které uvadi maximalni povolenou koncentraci a vymezuje vyrobky, ve
kterych mizZe byt tato piidatna latka pouzita [61, s. 1]. Usp&iné se pouziva pro zvyseni
doby skladovatelnosti u tavenych syrti, mléka, mléénych dezertli, masa, ryb, potravinovych

konzerv a alkoholickych napoju [62, s. 776].

Antimikrobidlni aktivita nisinu Vv potravinafstvi zavisi na mnoha faktorech. Né&které
faktory, jako napi. nizka aktivita vody, nizké teploty, ochrannd atmosféra, nizké pH
a pfitomnost jinych konzervacnich latek mohou zvysit antimikrobidlni G¢inek nisinu a maji
s timto bakteriocinem synergicky efekt. Naopak nckteré piidatné latky mohou mit
V potravinach, které nebyly (nebo byly jen minimalné) tepelné oSetfené muze dojit
k degradaci nisinu proteolytickymi enzymy. Na druhou stranu také v potravinach, které
byly vystaveny delsimu tepelnému opracovéni, dochazi rovnéz ke snizeni koncentrace
nisinu. Napf. u tavenych syr v procesu taveni miuze dojit az k 20 — 25% ztraté nisinu [48,
s. 71].

Nisin muze byt dale uplatnén v oblasti zpracovani polymer jako konzervaéni prostfedek
v obalovém materialu potravin, nebo mize byt ve form¢ prasku ¢i povlaku aplikovan na

povrch potravin [64, s. 368-379].
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3.3.2 Klinické aplikace nisinu

Kromé potravinaistvi nachazi nisin uplatnéni i v fad¢ dalSich odvétvi. V soucasné dobé je
studovano vyuziti nisinu pro jejich terapeutické, medicinské, farmaceutické a kosmetické
ucely [60, s. 152].

Existuje n€kolik studii, které byly s nisinem provedeny v ramci téchto odvétvi.

Vyzkum [65, s. 65-70] ukézal antimikrobialni aktivitu nisinu F pfi infekcich zptisobené
bakterii Staphylococcus aureus postihujici dychaci cesty. Tato studie se vSak zabyvala
pusobenim nisinu na zvifecim modelu. Pfiznivé G¢inky tohoto peptidu k 1é¢bé respiracnich
infekci u ¢lovéka jsou nadéle zkoumany.

Déle je mozno zminit studii [66, Ss. 311-316], kter4 se zabyva aplikaci nisinu jako
alternativou k antibiotikiim pro lé¢eni stafylokokové mastitidy u zen béhem kojeni.

Dalsi zajimavou farmaceutickou aplikaci nisinu mizeme najit v publikaci [67, s. 333-338],
kterd se zabyva vyvojem antikoncepce pro zeny. Studie ukazala Ze nisin se jevi jako
ucinny inhibitor spermii a mize byt oznacen za spolehlivy antikoncepcni prostredek.
Rovnéz nebyla prokézéna toxicita a jevi se jako profylaktickd antikoncepce zabraiiujici
ptenosu pohlavnich nemoci. Z této studie vyplyva, ze nisin by se svymi antibakterialnimi

a spermicidnimi t¢inky mohl byt v budoucnu vyuzivan jako antikoncepce [67, s. 333-338].

3.3.3  Vyuziti nisinu v kosmetice

V kosmetickém pramyslu je pouziti nisinu zatim méalo prozkouméno. Nisin mtze byt do
kosmetiky zakomponovan diky svému antibakteridlnimu u¢inku. Tento bakteriocin vSak
neucinkuje jako plnohodnotny konzervant, proto je nutné, pro zesileni jeho Uc¢inku, pfidat
do systému jesté dalsi vhodnou konzervacni latku.

Je zde nékolik studii, které dokazuji moznou aplikaci nisinu v kosmetické oblasti.

Studie [68, s. 988-991] se zabyva terapeutickym vyuzitim nisinu jako pfirodni latky pro
zmirnéni atopické dermatitidy. Atopicka dermatitida je zpiisobena bakterii Staphylococcus
aureus, ktera zpusobuje infekéni onemocnéni zdravé kuize. Vysledky ukazuji, ze nisin, jako
netoxické a nedrazdivé lantibiotikum, mtze byt aplikovano pti ostiovani této dermatitidy
amuze byt pouzito jako alternativa béznych antibiotik k 1é¢bé téchto stafylokokovych

infekci.

Jako dalsi studie mize byt zminéna studie [69], ktera zkouma a zabyva se vyuzitim nisinu
k redukci infekci v dutiné tstni. Je zde také diskutovano jeho vyuziti pti 1é¢bé zubniho

kazu ¢&i infekce kanalku a kofene zubu.
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4 MIKROBIOLOGICKE TESTOVANI KOSMETICKYCH
PRODUKTU

Napadeni KP mikroorganismy je jedna z nejcastéjSich pri¢in kazeni kosmetického
produktu. Konzervace KP je nutna jednak pro ochranu vyrobku pied rozkladem
a znehodnocenim, které je zpusobeno CcCinnosti pfitomnych kontaminujicich mikrobt

a jednak pro ochranu spotiebitele pouzivajici tento piipravek [70].

Vyrobce vzdy musi zhodnotit mikrobiologické riziko svych vyrobkid a u téch vyrobkd,
které¢ nebyly posouzeny jako nerizikové, musi ptipravek zabezpecit vhodnou a ucinnou

konzervaci a zajistit mikrobiologické zkousSeni jejich Cistoty [70].

Pro zajisténi zadouci konzervace (zvlasté u pripravkl obsahujici vodu) jsou pouzivany
konzervacni latky, u kterych je nutno kontrolovat maximalni piipustnou davku.

Nadbytecné mnozstvi téchto konzervacnich latek by mohlo vyvolat riziko vzniku alergii

[70], [71].

Utinnost konzervace je ovlivnéna druhem aktivni latky, celkovym sloZzenim a také typem

obalu ¢i uzavéru ptipravku [71].

4.1 Metody testovani u¢innosti konzervace kosmetickych pripravki

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich
piikazuje, aby pro kazdy KP byla vypracovana zprava o bezpecnosti, ve které budou
uvedeny vysledky konzervacnich testd. Toto nafizeni vSak neudava zptsob provedeni

ani princip téchto testi [2].

Pro zjisténi u¢innosti konzervace jsou provadény standardni tzv. zat€Zové neboli prezivaci
testy, které jsou vyhotoveny pied uvedenim KP na trh, ptip. jiz ve stadiu vyvoje. Jedinym
pracovistém v Ceské republice, které toto testovani provadi je Narodni referen¢ni laboratof

pro mikrobiologii potravin, pfedméti bézného uzivani a prostiedi [70].

Existuje nékolik metod, které specifikuji pozadavky pro testovani protimikrobni
konzervace [72, s. 44].

Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele, Scientific Committee on Consumer Safety
(SCCS), udava pozadavky pro tyto zatézové testy u hotovych KP, kosmetickych
ingredienci a hodnoceni jejich bezpecnosti vramci Evropské Unie (EU). Nafizuje

povinnosti pro provadéni konzervacnich testi u KP, které by mohly byt (pti skladovani
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a pouzivani za vhodnych podminek) napadeny mikroorganismy, nebo pii vystaveni KP

riziku infekce a ohrozeni tak zdravi spottebitele [72, s. 44].

Staty EU se mohou fidit také Ceskou technickou normou CSN EN ISO 11930
0 antimikrobidlni ochrané kosmetického vyrobku [73]. Ve srovnani s jinymi metodami
stanovuje tato norma celkové zhodnoceni antimikrobialni stability kosmetické formulace.
ISO 11930 je urcena piedevsim pro ve vodé rozpustné ¢i ve vodé misitelné vyrobky.
V piiloze A je uveden rozhodovaci diagram pro posouzeni mikrobiologického rizika na
zéklad¢ nepfiznivého slozeni piipravku pro rist mikrobl, specifickych vyrobnich
podminek nebo typu obalu ¢i podminek pouziti [72, s. 44], [73, s. 19]. Tato norma také
odkazuje na CSN EN ISO 29621, ktera uréuje pokyny pro posouzeni rizika a identifikaci
mikrobiologicky malo rizikovych vyrobku [73, s. 18], [74]. ISO 29621 stanovuje za malo
rizikové vyrobky napi. produkty, které maji pH < 3,0 ¢i > 10,0, obsah etanolu nebo jiného
alkoholu > 20 % nebo ay < 0,75. U téchto vyrobki se nemusi provadét zkousky

konzervacni u¢innosti [74, s. 6].

Kromé& norem se mikrobiologické testovani reguluje také lékopisy. Uginnost
antimikrobniho ptisobeni se vV Ceské republice provadi zkouskou u¢innosti protimikrobni
konzervace (5.1.3.) dle Ceského 1ékopisu (CL) [71] nebo se muZe fidit pozadavky
uvedenymi v Evropském lékopisu. Pro svétovou produkci KP existuje 1ékopis Spojenych

statu ¢i lékopisy dalSich pfislusnych zemi [72, s. 44-52].

Dal$imi organizacemi, které stanovuji povinnosti pro provadéni testti, mohou byt napf.
Asociace jihovychodnich asijskych narodi (ASEAN), SdruZzeni pro kosmetické, toaletni
a vonné latky (CTFA) nebo stanoveni mikrobiologické bezpeénosti pomoci schillke KoKo
testu [72, s. 44-52].

VSechny tyto metody udéavaji sbirky kment, se kterymi je testovani provadéno a jejich

parametry pro vyhodnoceni protimikrobni ti¢innosti [72, s. 44-52].

4.1.1 Zkous$ka ucinnosti konzervace dle Ceského Iékopisu

P#i vyhodnoceni konzervacni u¢innosti KP v praktické ¢asti mé prace byla zvolena metoda
dle Ceského 1ékopisu. Tato metoda je Uzce spojena s postupem dle normy CSN EN ISO
11930. Tyto dvé metody jsou principieln¢ stejné, 1isi se Ve vybéru kmenti mikroorganismu,
se kterymi jsou zkousky provadény a ve vyhodnoceni pozadavka protimikrobni a¢innosti,

kdy CL ma tyto naroky ptisn&jsi [71], [73].
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Mezi kmeny, se kterymi jsou testy uskute¢iiovany dle CL, patii: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans a Aspergillus niger. CL doporucuje pro peroralni

piipravky provést testy také s kmeny Escherichia coli a Zygosaccharomyces rouxii [71].

Norma CSN EN ISO 11930 udéava pro testovani kmeny nasledujici: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,Candida albicans a Aspergillus brasiliensis (dfive
A. niger) [73].

Pro porovnani jsou uvedeny pozadavky pro hodnoceni protimikrobni u¢innosti pfipravki
uréenych k mistni aplikaci dle CL v Tab. 3. [71] a pro hodnoceni dle normy CSN EN ISO
11930 v Tab. 4. [73].

Tab. 3. Pozadavky pro hodnoceni protimikrobni ucinnosti pripravkii urcenych k mistni
aplikaci dle CL [71].

o Logaritmické sniZeni poctu zarodkil
MO Kritérium
24 h 7d 14d 28d
. A 2 3 - NI*
Bakterie
B - - 3 NI
A - - 2 NI
Houby
B - - 1 NI

* NI: bez zvyseni poctu od predchoziho intervalu

Tab. 4. Pozadavky pro hodnoceni protimikrobni vicinnosti dle CSN EN ISO 11930 [73].

o Logaritmické sniZeni poc¢tu zarodki
MO Kritérium

7d 14d 28d

_ A >3 >3 + NI* >3+ NI
Bakterie
B - >3 >3+ NI
] A >1 >1+ NI >1+ NI
C. albicans

B - >1 >1+NI

- A - >0 >1

A. brasiliensis

B - >0 >0+ NI

* NI: bez zvyseni poctu od ptedchoziho intervalu

Vyhodnoceni protimikrobni Gc¢innosti je vyjadieno v logaritmickém sniZeni zivotaschopnych
mikroorganismi proti hodnotdm opatfenym pro &erstvé naockovany vzorek [71].

Ptipravky jsou rozliSovany podle kritéria A a B. Za ptipravky spadajici do kritéria A jsou

povazovany takové piipravky, které vyjadiuji doporuc¢enou uc€innost, které ma byt




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

dosazeno a u kterych je mikrobiologické riziko tolerovatelné. Tento piipravek je chranén
pfed mikrobiologickym bujenim, které by znamenalo potencidlni riziko pro spotiebitele.
Naopak ptipravky spadajici do kritéria B jsou takové pripravky, které nespliiuji pozadavky
doporucené ucinnosti bez dalSich zavedenych faktorti a maji zvySené riziko nezadoucich
ucinkl. Tyto pfipravky museji mit ochranné zafizeni pro snizeni daného rizika, napf.

ochranny obal a davkovani pomoci ¢erpadla [71], [72, s. 47-48], [73].
Provedeni zkousky ucinnosti konzervace

Zkousky se provadé¢ji samostatné s kazdym kmenem zvlast' [71]. Kultury se obnovuji dle
postupu, ktery poskytuje dodavatel referencniho kmene. Tyto kmeny jsou uchovéavany

v laboratofi podle normy CSN EN 12353 nebo v souladu s jinou piijatelnou metodou [73].

Z referen¢nich kultur se mikroorganismy ptfeockuji na povrch vhodnych zivnych pad
a nechaji se kultivovat pii predepsanych podminkach (bakterie 18 — 20 hod pii 30 — 35 °C,
kvasinky 48 hod pii 20 — 25 °C a plisné 1 tyden pii 20 — 25 °C). Z narostlych kment se
pripravi mikrobidlni suspenze, ze kterych se odeberou vzorky ke stanoveni poctu jednotek
tvoficich kolonie (cfu) v 1 ml jednotlivych suspenzi. Tato hodnota je dulezita pro stanoveni

velikosti inokula a je vychodiskem pro provedeni zkousky [71].

Testovany ptipravek je naockovan touto suspenzi zkuSebniho kmene tak, aby suspenze
inokula neptekrocila 1 % objemu vzorku. Pro dosdhnuti stejnosmérného rozptyleni inokula

se vzorek dikladné promisi [71].

Naockovany vzorek se uchovava ve tmé pii teplot¢ 20 — 25 °C a odebira se z ngj
Vv pfedepsanych intervalech 1 g pro stanoveni po¢tu zivych mikroorganismii a to metodou

stanoveni po¢tu na pevnych ptdach ¢i pomoci metody membranove filtrace [71].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

5 CILE PRACE

Cilem této prace bylo navrhnout vhodnou recepturu kosmetického produktu s obsahem
nisinu jako bioaktivni slozky, ktery by mohl slouzit jako podptirny KP pfi 1é¢bé atopického
ekzému a stafylokokovych infekci. Uéelem bylo vytvofit teplotng stabilni formulaci, do
které bude mozno zapracovat vodnou fazi obsahujici tento bakteriocin, stabilizovany

v hydrofilni polymerni matrici — polyethylenglykolu (PEG).

Hlavnim Ukolem této prace bylo experimentalné ovéfit antimikrobialni G¢innost
ptipraveného systému a zajistit dostate¢nou a vhodnou konzervaci KP, a to S moznosti

vyuziti synergického efektu nisinu s jinymi protimikrobidlnimi latkami.

Dale bylo soucasti prace ovéfit stabilitu KP, ke které nezbytné patii stanoveni koncentrace
nisinu s vyuzitim metody RP-HPLC. V ramci sledovéni stability bylo také méfeno

peroxidové Cislo a dalsi fyzikalni vlastnosti KP, jako je hodnota pH a viskozita systému.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 POUZITE MATERIALY A ZARIZENI

Pouzité chemikalie
e Vaselinum album, adeps lanae, cera flava, paraffinum solidum, paraffinum

perliquidum, Ercarel MM, Ercawax GMS (Topvet, Brno)
e Amfifilni emulze (Topvet, Brno)
e Carbopol 940 (M&H s.r.0.)
e Kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Lukes)
e Kyselina mlé¢na (Penta s.r.o., Ing. Petr Svec)
e Hydroxid sodny (Ing. Petr Lukes)
e Sladka syrovatka (Stfedni primyslova $kola mlékarenska, Kroméiiz)
e Laktoza (Pentas.r.0.)
e Tween 80 (HiMedia)
e Polyetylenglykol — PEG 2050 (Sigma-Aldrich s.r.0.)
e Siran amonny p.a. (Ing. Petr Lukes)
e Nisin ziskany extrakci po fermentaci syrovatky za pouziti kmene Lactococcus
lactis lactis CCDM 731 (Lactofora, Milcom a.s.)

e Fenoxyetanol (M&H s.r.0.)
e Citronova silice (Topvet, Brno)
e Pomerancova silice (Topvet, Brno)
e Grepovasilice (Topvet, Brno)
e Soyabean Casein Digest Agar (Triptone Soya Agar) (HiMedia)
e Sabouraud Chloramphenicol Agar (HiMedia)
e Lecitin natural (Mogador s.r.0.)
e Chlorid sodny p.a. (MikroCHEM s.r.0.)
e Acetonitril pro HPLC (Chem-Lab)
o Kyselina trifluoroctova pro HPLC (Sigma Aldrich)
e Kyselina octova ledova (MikroCHEM)
e Methanol (Penta s.r.0., Ing. Petr Svec)
¢ Nisin from Lactococcus Lactis (Sigma Aldrich)
e Chloroform (MikroCHEM)
e Jodid draselny p.a. (Ing. Petr Lukes)
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e Thiosiran sodny p.a. (Ing. Petr Lukes)
Pouzité pristroje
e Shaking incubator S1500 (Stuart)
e Multifuge X1R (Thermo scientific)
e Lyofilizator ScanVac CoolSafe 110-4 (LaboGene ApS)
e Climacell (BMT, MMM-Group)
e Ultrasonic cleaner (2 Theta)
e Waters 1525 Binary HPLC Pump
e Waters 717 plus Autosampler
e Waters 2487 Dual 1. Absorbance Detector
e Waters kolona XSelect CSH C18, 130 °A, 5 pl, 4,6x250 mm
e Watrex ptredkolona ReproSil-Pur Basic-C18, 5 pl, 100A°, 50x4 mm
e pH metr SenzoDirect 150 (Lovibond)
e pH metr Oakton Waterproof (Geotech)
e Vibro viscometer SV-10 (A&D Company)

e Haake Viscotester 6 plus (Thermo scientific)
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7 PRIPRAVA VZORKU

7.1 SloZeni a popis pouzitych kosmetickych zakladi

Mast’ovy zaklad

Pro piipravu mast'ového zakladu byla zvolena nasledujici receptura dle Tab. 5.

Tab. 5. SloZeni mastového zakladu

Ingredience Mnozstvi [% hm.]
Vaselinum album 33,80
Adeps lanae 18,40
Cera flava 1,60
Paraffinum solidum 5,60
Paraffinum perliquidum 20,20
Ercarel MM 0,15
Ercawax GMS 0,25
Aqua (0,02M HCI) add 100

Vsechny slozky tukové faze byly roztaveny ve vodni lazni pfi teploté¢ 70 °C. Poté byla
postupné zapracovavana vodni faze (0,02M HCI) a tato smés byla homogenizovana pfi
vysokych otackach po dobu 20 minut. Takto pfipraveny zéklad se nechal vychladnout na

laboratorni teplotu za ob¢asného promichani.
Krémovy zéklad

Krémovy zaklad (amfifilni emulze) pouzivany pro ptipravu vzorkti a jeho postup

zhotoveni byl dodan firmou Topvet, Brno. Jeho slozeni je uvedeno v Tab. 6.
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Tab. 6. SlozZeni krémového zakladu

Ingredience Mnozstvi [% hm.]
Faze 1
Aqua add 100
Carbomer 0,1
Faze 2
Paraffinum liquidum 4.0
Ethylhexyl stearate 3,5
Cetearyl alcohol 3,0
Glyceryl stearate 15
Ceteareth-20 0,5
PEG-40 hydrogenated castor oil 0,5
Faze 3
Glycerin 4,0
Polyacrylamide, C13-14 isoparaffin, 0.7
laureth-7
Phenethyl alcohol, ethylhexylglycerin 1,0
Triethanolamine Q.S

Technologicky postup pro piipravu krémového zakladu, ktery uvadi firma Topvet: faze 1

afaze 2 byly oddélen¢ zahifany na 75 — 80 °C pfiCemz faze 1 byla po tomto zahfati

okonzervovéana. Obé faze byly spojeny a homogenizovany cca 20 minut. Po ochlazeni pod

40 °C byly pfidany suroviny faze 3 a pomoci triethanolaminu bylo upraveno pH na

pozadovanou hodnotu.

Hydrogelovy zéklad

Pro hydrogelovy zaklad bylo ponechano botnat nasledujici mnozstvi carbomeru

zaznamenané v Tab. 7.

Tab. 7. Slozeni hydrogelového zdakladu

Ingredience Mnozstvi [% hm.]
Agua add 100
Carbopol 940 1,0
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Potiebné mnozstvi carbomeru bylo vpraveno do vody za obcasného promichani. Takto
ptipravenda disperze byla ponechana botnat pfi laboratorni teploté cca 24 hodin. Poté bylo

pomoci 10% NaOH upraveno pH na 6,5 a doslo tak k navySeni viskozity systému.

7.2 Priprava nisinu v polymerni matrici

Pro produkci nisinu (Obr. 2.) byla pouZita ¢erstva sladka syrovatka jako zakladni médium
obohacena laktézou (20 g/l) a Tweenem 80 (0,5 %). Takto upravena nesterilizovana
syrovatka byla naockovana (v poméru 10:1) ozivenymi lyofilizaty bakterialnich kmeni
Lactococcus lactis lactis 731 ziskané v MRS bujonu. U tohoto roztoku bylo upraveno pH
na hodnotu 5,5 — 6. Inokulované médium bylo inkubovano pii 36 °C za stalého tiepani
v Shaking incubatoru (180 rpm) po dobu 24 — 36 hodin v pevné uzavienych reagenénich

lahvich.

Fermentovany produktu byl centrifugovan pii 14900 rpm a 10 °C po dobu 25 minut a byl
ziskén supernatant (faze A) a sediment (faze B). Pro izolaci nisinu byly pouzity ob¢ faze
abyla pouzita metoda dvoufazové extrakce PEG/(NH4),SO4. Na zakladé¢ wG¢innosti
extrakce, kterd byla ovéfovdna i mikrobiologickymi testy byl zvolen polyetylenglykol
s molekulovou hmotnosti 2050 g/mol (PEG 2050).

Supernatant (A) byl odstfedén a nasledné lyofilizovan. Lyofilizat byl poté rozpustén
V poloviénim mnoZstvi destilované vody (vztaZzeno k plivodnimu mnoZstvi fermentatu

daného k lyofilizaci).

Pro izolaci nisinu byl zpracovéan i sediment (B) neboli bakteridlni pelet, ze kterého byl
nisin ziskan sonifikaci pomoci 0,02M HCI.

Pfed extrakci bylo pomoci 10% NaOH upraveno pH na hodnotu 6,0. Toto pH zajisti

extrakci vétsiny proteint s bakteriociny do horni hydrofobni faze.

Pro samotnou extrakci bylo pouzito 15 % hm. PEG 2050 a 13 % hm. (NH,4),SO,. Takto
upraveny vzorek byl michan ve vodni lazni pfi teploté 60 °C po dobu 5— 10 minut. Po
ochlazeni a oddéleni hydrofilni a hydrofobni faze byla ponechidna pouze horni faze
obsahujici nisin. Tento vysledny produkt byl lyofilizovan a zlyofilizovany prasek byl
pouzit pro vyrobu kosmetickych piipravki s obsahem bioaktivni latky — nisinem. Obsah

nisinu v prasku byl stanoven pomoci HPLC.
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Syrovatka+ MRS bujoén + Lactococcus lactis lactis 731
+ laktoza + tween 80

v

Fermentace, 36 °C, 24 — 36 hod, 245 rpm
W

Centrifugace, 10 °C, 25 min, 14900 rpm

g o~

Supernatant Sediment
P (bakterialni pelet)
l Sonifikace, 0,02M HCI, 60 °C, 20 min
W
Odstiedéni Centrifugace
l/ L
Supernatant Sediment
Zakoncentrovani oy
l Zakoncentrovani
Extrakce v PEG/(NH,),SO;4 Q
¥
Lyofilizace produktu

Obr. 2. Schéma vyroby nisinu v polymerni matrici

7.3 Priprava kosmetickych pripravki

Do piipravenych kosmetickych zakladt byly pfidavany dalsi latky podilejici se na
antimikrobni G¢innosti systému (Tab. 8.). Jako latky majici protimikrobni vlastnosti byly
pouzity nisin, silice citrusovych plodi (kombinace citronové, pomerancové a grepové

silice) a fenoxyetanol jako konzervaéni ¢inidlo.

Tab. 8. Latky s antimikrobnimi ucinky pridavané do KP

Ingredience Mnozstvi [% hm.]
Nisin 0,015 (0,0075)*
Silice 0,3

Fenoxyetanol 0,3

*Pro ptipravu masti a kréml byla pouzita koncentrace nisinu 0,0075 %, pro pfipravu
hydrogelt byla pouzita (vzhledem k vyssi aktivité vody) koncentrace nisinu dvojndsobnd,
tedy 0,015 %.
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Na zakladé ptidavkl téchto latek (v riznych kombinacich) do jednotlivych kosmetickych
zakladli byly vyrobeny kosmetické ptipravky, jejichz piehled a slozeni je uvedeno na
Obr. 3.

_bezpfidavku dalgi latky

‘ Mast A (blank) ‘
+ 0.0075 % nisin ‘ Mast B ‘
MaSt’C'Vy + 0.3 % silice ‘ Mast C ‘
zaklad ==
+0,0075 % nisin+ 0,3 % silice ‘ Mast D ‘
+0.0075 % nisin + 0,3 % silice + 0,3% fenoxyetanol ‘ Mast E ‘
_bez p¥idaviu dalsi latky ‘ Krém A (blank) ‘
+0.0075 % nisin ‘ Krém B ‘
Kosmeticky Krémovy 0.3 % silice )
: - Krém C
zaklad zéklad
+0.0075 % nisin + 0,3 % silice ‘ Krem D ‘
+0.0075 % nisin + 0,3 % silice + 0,3% fenoxyetanol ‘ Krém E ‘
bez piidavku dalsi latky } Hydrogcl A (b]ank) ‘
+0,0075 % nisin
0 ‘ Hydrogel B ‘
HydI'OgClOVY + 0.3 % silice ‘ Hvdr 1C ‘
zaklad Chal o

+ 0,015 % nisin + 0,3 % silice
o =2 0 ‘ Hydrogel D ‘
+0.015 % nisin + 0,3 % silice + 0,3% fenoxyetanol ‘ Hyd_rogel E ‘

Obr. 3. Prehled a slozeni vyrobenych kosmetickych pripravkii

Technologicky postup pFipravy masti

Pti piipravé mastového zakladu bylo rozpusténo odpovidajici mnozstvi lyofilizovaného
produktu (extraktu nisin/PEG) v 0,02M HCI. Tato vodna faze, jak jiz bylo zminéno, byla
postupné zapracovana do roztavené tukové ¢asti. Vysledny produkt se nechal vychladnout
na teplotu 35 °C a nasledné byla pfidéana silice, popt. fenoxyetanol. Vysledné pH ptipravku
bylo u vzork obsahujici nisin okyseleno pomoci 0,02M HCI na hodnotu 4,7 —5,0.

Technologicky postup pripravy krému

Amfifilni emulze dodana firmou Topvet byla zahfana ve vodni 1dzni na 60 °C a nasledné
do ni bylo pfidano pozadované mnozstvi lyofilizovaného produktu (extraktu nisin/PEG).
Smés se odstavila ze zdroje tepla a za stadlého michani se nechala vychladnout na

laboratorni teplotu. U krému doslo vlivem ptidavku extraktu nisin/PEG k velkému poklesu
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viskozity a vysledny produkt mél konzistenci spiSe mléka nez krému. Do takto
pfipraveného piipravku byla ptimichana silice popt. fenoxyetanol. Pomoci 0,02M HCI

bylo opét u vyrobku s nisinem upraveno pH na hodnotu 4,7 — 5,0.
Technologicky postup pripravy hydrogelu

Pii piipravé hydrogelového zékladu (pro piipravek s obsahem nisinu) bylo pouzito
polovi¢ni mnozstvi carbomeru nez je pro tento zaklad zadouci. Do takto modifikovaného
hydrogelového zéakladu byl vpraven lyofilizovany produkt (extrakt nisin/PEG) rozpustény
Vv malém mnozstvi 0,02M HCI. Diky tomu kleslo pH piipravku z6,5 na 45 — 5,0
a zpusobilo tak poklesnuti viskozity a zborceni pevné struktury gelu. V tuto chvili byla
pfidana druha polovina carbomeru a systém se ponechal 60 minut v klidu. Nabotnani
ptidaného carbomeru zpusobilo opétovné navraceni pevné struktury gelu. Do takto

pfipraveného systému byla rovnéZz ptidana silice a fenoxyetanol.
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8 TESTOVANI PRIPRAVENYCH VZORKU

Veskeré testovani bylo provedeno s Cerstvé piipravenymi KP a s pfipravky po (popf.
béhem) provedeni simulace starnuti. VSechny vzorky byly vystaveny teplotni zatézi
Vv klimatiza¢ni komote Climacell (BMT, Czech rep.), kde byly simulovany zmény
klimatickych podminek. Byla nastavena cyklizace teplot: ohfev na 40 °C (24h), poté
ochlazen na 25°C (12h), 1 cyklus trval 36h. Celkova doba setrvani vzorka v této komoie
byla 100 cykla.

8.1 Antimikrobialni testovani kosmetickych produkti

8.1.1 Difuzni agarovy test

Princip testovani

Tento test se vyuziva pro stanoveni citlivosti kmene mikroorganismt (MO) ke zkoumané
latce. Tato metoda je zaloZena na meétfeni priiméru inhibi¢nich zén a vyhodnoceni tak

antimikrobni aktivity G¢inné slozky.

Pouzité zivné média

e Mueller Hinton agar

Pouzité mikroorganismy

e Staphylococcus aureus CCM 4516

Postup testovani

Na zivnou pudu byla pomoci sterilniho vatového tampénu nanesena bakterialni suspenze
o koncentraci 107 — 108 cfu/ml. Po zaschnuti byl do tohoto agaru vykrojen kulovity tvar
0 priméru 1 cm. Do tohoto otvoru byl nanesen 1 g pfipravku a to paralelné 2 krat vedle

sebe. Naockované zZivné pudy byly inkubovany dnem dolt 24 hodin pii 35 °C.

8.1.2 Zkouska ucinnosti konzervace kosmetickych pripravka

Princip testovani

Zkusebni postup této zkousky byl provadén dle Ceského lékopisu 2009. Podstatou zkousky
je naockovani ptipravku mikroorganismy zvolenych zkuSebnich kmenti a to nejlépe do
vyrobku v jeho kone¢ném obale. Takto naoCkovany ptipravek je uchovavan pii predepsané

teplot¢ a po dobu 28 dnli dochazi v ur¢itych Casovych intervalech k odbéru vzorki
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astanoveni poctu mikroorganismit v 1 g tohoto pfipravku. Jestlize se pocet
mikroorganismtl pfi testovani v téchto predepsanych casech a teploté nezvysi nebo
podstatné klesne, jsou konzervacni vlastnosti pripravktl dostacujici. Pozadavky na pokles

mikroorganismu se 1isi podle typu ptipravku a miry zadané ochrany [71].

Pouzité zivné média

e Soyabean Casein Digest Agar (Triptone Soya Agar) — pro bakterie

e Sabouraud Chloramphenicol Agar — pro kvasinky a plisné

Pouzité roztoky

o sterilni fyziologicky roztok — vodny roztok NaCl (9 g/l) — pro bakterie a kvasinky
e sterilni fyziologicky roztok stweenem - vodny roztok NaCl (9 g/l)
a tweenu 80 (0,5 g/l) — pro plisné

e sterilni neutralizator — vodny roztok tweenu 80 (30 g/l) a lecitinu (3 g/l)

Pouzité mikroorganismy

e Staphylococcus aureus CCM 4516

e Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
e Candida albicans CCM 8215

e Aspergillus niger CCM 8222

Postup testovani

Byla ptipravena mikrobialni suspenze zkusebnich kmenti MO, ze které byla stanovena
koncentrace inokula (metodou zalévani do agaru — pro bakterie a kvasinky a metodou
oc¢kovani na povrch agarové pidy — pro plisn€). Tyto koncentrace pro Cerstvé piripravené

vzorky a pro vzorky po teplotni zatézi jsou uvedeny v Tab. 9.

Pro inokulaci vzorku bylo aplikovano 0,1 ml mikrobialni suspenze do 10 g vzorku a takto
naockovany vzorek byl peclivé promichan, aby bylo docileno rovnomérného rozptyleni

inokula a byl uchovavan ve tmé a pfi laboratorni teploté po celou dobu testovani.

Odbér vzorku pro testovani byl provadén v den naockovani, 24 hodin po naockovani a déle
po 7, 14 a 28 dnech. Z naockovaného KP byl odvazen vzdy 1 g ptipravku, ktery byl 10 krat
zfedén neutralizatorem (z divodu odstranéni zbytkové protimikrobni ucinnosti). Z takto
vzniklého roztoku byl odpipetovan 1 ml suspenze, ktery byl preveden na Petriho misku

a zalit pfislusnou zivnou pidou, pfip. naockovano 0,1 ml suspenze na povrch zivné piudy
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v piipadé plisni. Z této suspenze byla provedena dalsi fada fedéni a to do 10, ze kterych

byl opét pieveden 1 ml (0,1 ml) na Petriho misku (Obr. 4.). Kazdé stanoveni bylo

provedeno paralelné 2 krat vedle sebe.

Poté byly, po stanovené dob¢ inkubace, na miskach spocitany narostlé kolonie (cfu/ml).

Inkubace probihala dnem vzhiru a u kment Staphylococcus aureus a Pseudomonas

aeruginosa trvala 24 hod pii 35 °C a u kmenut Aspergillus niger a Candida albicans 5 dnti

pii 25 °C.

Tab. 9. Koncentrace inokula zkusebnich kmenii MO

Koncentrace inokula Koncentrace inokula
e T pro vzorky pied pro vzorky po
Climacellem [cfu/ml] Climacellu [cfu/ml]
Pro masti
Staphylococcus aureus CCM 4516 1,73 - 10° 1,04 - 108
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 1,84 - 10° 2,24 - 10°
Candida albicans CCM 8215 1,10 - 10’ 8,50 - 10°
Aspergillus niger CCM 8222 3,90 - 10° 5,70 - 10°
Pro krémy
Staphylococcus aureus CCM 4516 1,04 - 10° 2,10 - 10’
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 3,13 - 10° 3,00 - 10°
Candida albicans CCM 8215 1,10 - 10’ 2,10 - 10’
Aspergillus niger CCM 8222 7,00 - 10° 6,50 - 10°
Pro hydrogely
Staphylococcus aureus CCM 4516 2,55 - 10’ 4,10 - 10’
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 5,85 - 10 1,84 - 10°
Candida albicans CCM 8215 1,85 - 10’ 2,47 - 10’
Aspergillus niger CCM 8222 9,35 - 10° 3,95 - 10°
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Naockovany
vzorek
lg
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1/10 17102 1/10° 1/104 1/10%
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lml“ lml‘_" lml lml 1m1‘
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38 x 10° = 3.8 x 10°
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kolonii faktor na 1 gram pivodniho vzorku

Obr. 4. Redeéni roztoku a jeho ndsledné naockovani do Zivné piidy

8.2 Testovani stability kosmetického pripravku

8.2.1 Stanoveni koncentrace nisinu metodou RP-HPLC

Princip stanoveni

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) patfi mezi nejcastéji vyuZivané
chromatografické metody pro separaci analyti. Tato metoda je zalozena na izolaci

stanovovanych latek na zaklad¢ jejich distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi.

Pii chromatografii na reverznich fazich (RP-HPLC) je mobilni faze polarni a stacionarni
faze ma nepolarni charakter. Mobilni faze je vétSinou smés polarnich organickych
rozpoustédel (acetonitril, alkoholy, nebo méné polérni tetrahydrofuran) s vodnou slozkou
(voda, zfedéné vodné roztoky kyselin ¢i bazi, pufry). Stacionarni faze je obvykle tvofena
dlouhymi uhlikatymi fetézci, které jsou navazané na povrch nosice (silikagel, oxidy kovi).
Mezi nejcastéji vyuzivané faze patfi chemicky navazany uhlikovy fetézec Cis.

Pfi samotné analyze je vzorek, pomoci nastfikového ventilu, ddvkovan do neustale
proudici mobilni faze (jeji proud chromatografickym systémem je zajistén pomoci

Cerpadla). V koloné (kde je pevné ukotvena stacionarni faze) pak dochazi k separaci latek.
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Eluat, ktery obsahuje separovany vzorek, vytéka ven z kolony a nasledné prochazi
detektorem, ktery kontinualné méfi nékterou z fyzikalnich vlastnosti elutu. Existuje Siroka
Skala typa pouzivanych detektori. Metoda RP-HPLC casto vyuzivd napf.
spektrofotometricky detektor (UV-VIS), refraktometricky detektor (RI) nebo fluorescencni
detektor [75, s. 134-140], [76, s. 374-378].

Ke stanoveni koncentrace nisinu v KP metodou RP-HPLC na koloné C18 byla pouzita

gradientova metoda se sméesi dvou mobilnich fazi.

Mobilni faze

(A): acetonitril + 0,05% kyselina trifluoroctova

(B): demineralizovana voda + 0,05% kyselina trifluoroctova
Gradient

0-5 minut: 20 % (A) + 80 % (B)

5-20 minut: 80 % (A) + 20 % (B)

20-25 minut: 20 % (A) + 80 % (B)

25-40 minut: 20 % (A) + 80 % (B) — ekvilibrace

Sestrojeni kalibra¢ni primky

Pouzity vzorek pro kalibraci

e Nisin from Lactococcus Lactis (Sigma Aldrich), 2,5% (mlééné susiny k chloridu
sodnému), obsah nisinu >1 000 000 TU/g.

Piiprava kalibracnich roztoki

Standard byl rozpustén v 0,02M HCI a byl prefiltrovan pies stiikackovy filtr s primérem
port 0,22 pm. Nasledné byla z tohoto standardniho roztoku pfipravena fada kalibra¢nich
roztoki o rznych koncentracich. Pomoci stiikacky se do nastiikového ventilu se smy¢kou
0 objemu 25 pl postupné davkuji jednotlivé kalibra¢ni standardy nisinu a to od nejnizsi
koncentrace po nejvyssi. Ze ziskanych dat byla vytvofena kalibracni zavislost mezi
koncentraci nisinu a plochou pikti zaznamenanou UV detektorem (Obr. 5.). Ztéto
zavislosti byla sestrojena rovnice kalibraéni ptimky, kterd byla pouzita pro stanoveni

koncentrace nisinu ve vzorcich KP.
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Obr. 5. Zavislost plochy piku na koncentraci nisinu a sestrojeni rovnice
kalibracni primky

Postup stanoveni

Pied samotnym stanovenim byla pro tyto ucely u piipravenych vzorki KP provedena
extrakce nisinu extrakénim pufrem (1M NaCl, 0,IM Kkyselina octova:MeOH v poméru
1:1). Cca 0,5 g vzorku bylo smichano s 10 ml pufru a smés byla sonifikovana pii 50 °C po

dobu 15 minut. Tato extrakce probéhla opakovan¢ tiikrat.

Poté byla provedena chromatograficka analyza, kdy nastiik vzorku na kolonu ¢inil 25 pl
a stanoveni analytu bylo provedeno vyuzitim dualniho UV detektoru (vypoéty byly
provadény z vinoveé délky 200 nm).

8.2.2 Stanoveni peroxidového cCisla

Princip stanoveni

Pii stanoveni peroxidového ¢&isla se vychazelo z Ceského lékopisu. Peroxidové ¢islo udava
obsah primarnich oxidac¢nich produktd tuk®, tedy mnozstvi aktivniho kysliku

v miliekvivalentech obsazené v peroxidové formé v 1000 g latky [71].

Postup stanoveni

Bylo pfevedeno 3 — 5 g zkouSené latky do 250 ml baiiky. K této latce bylo pfidano 20 ml
chloroformu a 30 ml kyseliny octové ledové a smés byla tiepana do uplného rozpusténi
latky. Nasledné byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku jodidu draselného, barnka se uzaviela

a tiepala ptesn¢ minutu. Poté se nechala v temnu po dobu 5 minut. Po uplynuté dob¢ bylo
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ptidano do smési 50 ml vody a po promichani 0,5 ml skrobového mazu. Takto pfipraveny
vzorek byl titrovdn 0,01M thiosiranem sodnym, ktery byl pomalu pfidavan za silného
titepani do odbarveni roztoku. Pro kazdy vzorek byl proveden i slepy pokus a peroxidové

¢islo bylo nasledné vypocitano dle vztahu (1):

(V; = Vp) - c- 1000

X, = - 1)
kde:
Vi spotieba 0,01M thiosiranu sodného pfi titraci vzorku [ml]
Vo, spotfeba 0,01M thiosiranu sodného pii slepém pokusu [ml]
c koncentrace thiosiranu sodného [mol-dm'3]

m hmotnost vzorku [g]

8.2.3 Sledovani fyzikalni stability kosmetického piipravku
Stanoveni hodnoty pH

Priméma hodnota pH pokozky se diky slabé kyselému ochrannému filmu pohybuje
vrozmezi 50 — 6,0. Tato hodnota je tedy v kosmetickém primyslu povazovana za

neutralni pH a hotové KP by se mély pohybovat v rozmezi téchto hodnot.

Vzhledem k faktu, ze G¢innost nékterych aktivnich latek je zavisla na pH prostiedi ve
kterém se nachdzi, mizZe byt tato hodnota modifikovana. JelikoZ nisin pisobi v kyselejsi
oblasti, bylo pH kosmetického piipravku upraveno na 4,7 — 5,0 a tato hodnota byla
sledovana v ¢asovém rozmezi. Pokud by doslo ke zméné hodnoty pH, S nejvétsi
pravdépodobnosti by doslo ke zméné slozeni KP a taktéz i kK preruSeni U¢innosti bioaktivni

latky [1, s. 112-113].

Ke stanoveni pH byl pro krémy a gely zvolen digitalni pH metr SenzoDirect 150 a pro

masti byl kvuli tuzsi konzistenci zvolen vpichovaci pH metr Oakton Waterproof.
Stanoveni viskozity

Viskozita je fyzikalni veli¢ina, ktera charakterizuje vliv koheznich sil v kapaling, jejichz
pusobenim kladou molekuly této kapaliny odpor pii pohybu a zpusobuji tak vnitini tfeni

[1,s. 117-118].
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Pro stanoveni viskozity krému a geld byl pouzit vibra¢ni viskozimetr SV-10, ktery méii
hodnoty budiciho elektrického proudu (Pa-s) potfebného pro rezonanci dvou snimacich
desticek ponofenych do zkoumaného vzorku. Vzhledem k pevnéjsi konzistenci
ptipravenych masti byl pro zméfeni jejich viskozity zvolen rota¢ni Haake viscotester 6 plus

(R7 spindle, 20 rpm), ktery méfi odpor dané latky pomoci krouticiho momentu vietena.
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9 VYSLEDKY A DISKUSE

9.1 Vliv molekulové hmotnosti PEG na antimikrobni ac¢inek nisinu

Pomoci diskové difuzni metody byly testovany mastové zaklady s pfidavkem extraktu
nisinu stabilizovaného v polyetylenglykolu riznych molekulovych hmotnosti (PEG 400,
1500, 2050, 4000 a 6000). Rovnéz byly ovéieny také mast'ové zaklady s piidavky téchto
samotnych polyetylenglykold jako blank. Toto testovani bylo provedeno v ramci tvorby
kosmetického zékladu, z divodu zjisténi nejvhodnéjsi formy PEGu (z hlediska mikrobialni
ucinnosti) pro vyrobu kosmetického piipravku. Pro toto zjisténi byl testovan pouze
mastovy zéklad, jelikoz byla ovéfovana vyuzitelnost metody pro hydrobofni matrice.

Vysledky Cerstvé piipravenych vzorku pro toto testovani jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10. Vysledky diskovych difuznich testii pred teplotni zatezi v Climacellu

Vzorek Sitka inhibiéni zény [mm]
Mast'ovy zaklad + nisin/PEG 400 0
Mastovy zaklad + nisin/PEG 1500 1
Mastovy zéklad + nisin/PEG 2050 1-15
Mastovy zéklad + nisin/PEG 4000 0,5
Mast'ovy zaklad + nisin/PEG 6000 0,5
Mast'ovy zéklad + PEG 400 0
Mast'ovy zéklad + PEG 1500 0
Mast'ovy zéklad + PEG 2050 0
Mastovy zaklad + PEG 4000 0
Mast'ovy zéklad + PEG 6000 0

Z Tab. 10 je zfetelné, Ze samotny polyetylenglykol nejevi zddnou antimikrobni aktivitu.

Stejné testovani bylo provedeno i po simulaci starnuti vzorku (Tab. 11).
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Tab. 11. Vysledky diskovych difuznich testii po teplotni zatezi v Climacellu

Vzorek Sitka inhibiéni zény [mm]
Mast'ovy zéklad + nisin/PEG 400 <1
Mastovy zaklad + nisin/PEG 1500 <1
Mastovy zaklad + nisin/PEG 2050 15-2

Mast'ovy zéklad + nisin/PEG 4000

Mast'ovy zaklad + nisin/PEG 6000

Mast'ovy zéklad + PEG 400

Mast'ovy zéklad + PEG 1500

Mast'ovy zéklad + PEG 2050

Mast'ovy zéklad + PEG 4000

o O O O ol ol o

Mast'ovy zéklad + PEG 6000

ZTab. 10 a Tab. 11 vyplyva, Ze jako nejvhodnéjsi varianta PEG pro antimikrobialni
uc¢innost nisinu se jevi polyetylenglykol s molekulovou hmotnosti 2050 g/mol (PEG 2050).
Na zéklad¢ tohoto zjisténi, byl tento PEG zvolen pro stabilizaci nisinu, ktery byl pfidavan

jako u¢inna latka do kone¢ného kosmetického produktu.
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9.2 Zkouska ucinnosti konzervace kosmetického pripravku

Tab. 12. Zkouska vicinnost konzervace masti dle CL pred teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cfu/ml Pocet cfu/ml
Vzorek C.N. Po24hod. | Po7dn. | Pol4dn. | Po28dn. C.N. Po24hod. | Po7dn. | Pol4dn. | Po28dn.
Staphylococcus aureus CCM 4516 Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
Mast A | 2,80-10° | 2,60 - 10" 0 0 0 7,55 - 10" 0 0 0 0
MastB | 1,65-10° | 3,95-10° 0 0 0 8,75 - 10 0 0 0 0
MastC | 1,24-10" | 5,05- 10" 0 0 0 2,65 - 10" 0 0 0 0
MastD | 1,78 - 10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MastE | 5,15 - 10" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida albicans CCM 8215 Aspergillus niger CCM 8222
Mast A | 9,30-10° | 1,57-10° | 1,16 -10° | 1,23-10° | 1,03-10° | 7,90 -10° | 9,50 - 10" | 1,70 - 10° | 1,40 - 10° | 9,00 - 10"
MastB | 2,03-10° | 1,08-10° | 9,90-10° | 1,05-10° | 4,23-10° | 9,95-10° | 1,60 - 10° | 2,80 -10° | 1,13-10° | 8,70 - 10°
MastC | 1,59-10° | 4,45-10° | 8,30-10° | 8,95-10” | 3,80 10" | 3,75-10° | 2,35-10* | 2,10 -10° | 2,20 - 10° | 1,30 - 10°
MastD | 2,44-10° | 7,35-10° | 7,25-10° | 6,50 - 10° | 3,14 - 10" | 4,30-10° | 8,50 - 10" | 1,40 -10* | 1,25-10° | 1,05 10°
MastE | 2,09 - 10° <5 0 0 0 5,20 - 10° | 1,10 - 10° 0 0 0
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Tab. 13. Zkouska ti¢innost konzervace masti dle CL po teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cfu/ml Pocet cfu/ml
Vzorek C.N. Po24hod. | Po7dn. | Pol4dn. | Po28dn. C.N. Po24hod. | Po7dn. | Pol4dn. | Po28dn.
Staphylococcus aureus CCM 4516 Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
Mast A | 6,25-10" | 1,46 - 10" <5 0 0 6,80 - 10° | 1,85- 10" 0 0 0
MastB | 2,70 - 10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MastC | 1,15-10° | 3,40 - 10° 0 0 0 1,89 - 10° 0 0 0 0
MastD | 4,35-10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MastE | 4,00-10" | 3,45 - 10° 0 0 0 0 0 0 0 0
Candida albicans CCM 8215 Aspergillus niger CCM 8222

Mast A | 1,76-10° | 2,09 -10° | 1,62-10° | 245-10° | 560-10" | 1,45-10° | 8,30-10° | 8,40-10° | 570 -10° | 1,51 - 10°
MastB | 2,78 - 10° 0 0 0 0 1,58 - 10° <10 0 <10 1,40 - 10°
MastC | 2,64-10° | 2,75-10° | 1,19-10° | 1,13-10” | 580 10" | 7,75-10° | 4,25-10” | 5,25-10° | 3,10 - 10° | 6,75 - 10°
MastD | 6,80 - 10° 0 0 0 0 4,90 - 10° 0 0 0 0
MastE | 1,77 - 10° <5 0 0 0 1,15-10° | 5,70 -10° | 4,50 - 10" <10 <5
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Z Tab. 12. a Tab. 13. Ize vidét, Ze vSechny pfipravené vzorky vykazovaly zna¢nou redukci
mikroorganismt u kmene Staphylococcus aureus CCM 4516 a Pseudomonas aeruginosa
CCM 1961. V obou téchto piipadech neméla na redukci MO vliv teplotni zatéz
v Climacellu, nebot’ ptisobeni nisinu proti témto bakteriim je obdobné. V ptipad¢ S. aureus
se nevyskytovaly zaddné bakteridlni kolonie jiz po 7 dnech inokulace vzorku ve vsech
pfipravenych masti, pficemz po teplotni zatézi se u masti s pfidavkem nisinu
nevyskytovaly tyto kolonie jiz po 24 hodinach (kromé masti E, kde byl k nisinu piidan také
fenoxyethanol). Mizeme tedy fici, Ze samotny nisin pusobi proti S. aureus lépe nez
v kombinaci s fenoxyetanolem. U kmene P. aeruginosa nerostly bakterialni kolonie jiz po

24 hodinach, v n¢kterych piipadech ani v den naockovani vzorku.

Znac¢ny rozdil v piisobeni nisinu podrobenému teplotni zatézi byl vidét u kmene Candida
albicans CCM 8215 a Aspergillus niger CCM 8222. Pted simulaci starnuti masti rostly
tyto kmeny ve vSech pfipravenych masti (kromé masti E s ptidavkem fenoxyetanolu) i po
28 dnech po inokulaci vzorku. Avsak po vystaveni vzorkll vysokym teplotdm se redukce
MO pomoci nisinu vyrazné zlep$ila. V mastech s obsahem tohoto bakteriocinu téméf
nerostly kolonie téchto kment jiz po 24 hodinach. V piipadé A. niger toto tvrzeni opét
neplati pro mast E. Miizeme tedy rovnéz dospét k zdvéru, Ze proti plisnim mé samotny
nisin lep$i G¢innost nez v kombinaci s fenoxyetanolem. Naopak za synergicky efekt muize

byt ozna¢eno plisobeni nisinu spolu se silici, kterd v ptipad¢ plisni t¢inkovala nejlépe.

Vynikajici ucinky nisinu s ohledem na teplotni zatizeni byly zjistény u krému (Tab. 14.
aTab. 15.) a hydrogela (Tab. 16. aTab. 17.). V obou téchto piipadech lze vidét, zZe
vystaveni vzorkll teplotni namaze v Climacellu nemélo zadny vliv na antimikrobni

pusobeni aktivnich latek a KP jsou tedy mikrobiologicky stabilni.

Vyborné ptisobeni samotného nisinu v krémech Ize pozorovat u S. aureus a P. aeruginosa,
kde nebyl zaznamenan vyskyt bakterialnich koloniii ani v den nao¢kovani vzorku. Skvélé
vysledky rovnéz vykazuje ptisobeni proti kvasinkam, kdy se kolonie netvoftily jiz po 24
hodinéach a u plisni, kdy narast nebyl zpozorovan po 7 dnech. Vzhledem k vyborné stabilité
a pusobeni i krému A (blank) jsou s nejvétsi pravdépodobnosti tyto vysledky ptisuzovany
pfidavku latky firmou Topvet, kterd miiZze plsobit konzervaéné. V tomto piipadé se
nedokéazal prokazat synergicky efekt nisinu spolu s dalsi aktivni latkou, jelikoz vysledky

samotneho nisinu a nisinu v kombinaci se silici nebo fenoxyetanolem byly téméf totozné.
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Tab. 14. Zkouska ticinnost konzervace krému dle CL pred teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cfu/ml Pocet cfu/ml
Vzorek C.N. Po 24 hod. | Po7dn. C.N. Po24 hod. | Po7dn.
Staphylococcus aureus CCM 4516 | Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Krém A | 4,05 - 10° 0 0 0 0 0
Krém B 0 0 0 0 0 0
Krém C | 7,50 - 10° 0 0 0 0 0
Krém D 0 0 0 0 0 0
Krém E 0 0 0 0 0 0

Candida albicans CCM 8215 Aspergillus niger CCM 8222
Krém A | 4,60 - 10° <5 0 6,75 -10° | 2,20 - 10° 0
KrémB | 3,50 - 10° 0 0 5,65 -10° | 1,70 - 10° 0
Krém C | 3,00 - 10° 0 0 545-10° | 1,70 - 10° 0
KrémD | 4,75 - 10° 0 0 4,85-10° | 1,35-10° 0
KrémE | 1,65-10° 0 0 4,35-10° | 4,50 - 10" 0

Tab. 15. Zkouska icinnost konzervace krému dle CL po teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cfu/ml Pocet cfu/ml
Vzorek C.N. Po 24 hod. | Po7dn. C.N. Po 24 hod. | Po7dn.
Staphylococcus aureus CCM 4516 | Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Krém A | 3,30 - 10° 0 0 0 0 0
Krém B 0 0 0 0 0 0
KrémC | 1,73-10° 0 0 0 0 0
Krém D 0 0 0 0 0 0
Krém E 0 0 0 0 0 0

Candida albicans CCM 8215 Aspergillus niger CCM 8222
KrémA | 1,14 - 10° 0 0 7,85-10° | 5,20 - 10° 0
KrémB | 9,60 - 10° 0 0 6,95 - 10° | 4,35 - 10° 0
Krém C | 9,65 - 10° 0 0 7,40 - 10° | 5,30 - 10° 0
KrémD | 6,85 - 10° 0 0 6,85 - 10° | 3,00 - 10° 0
KrémE | 2,29 - 10° 0 0 6,00 - 10° | 1,70 - 10° 0




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

66

Tab. 16. Zkouska ticinnost konzervace hydrogelu dle CL pried teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cfu/ml Pocet cfu/ml
Vzorek C.N. Po24 hod. | Po7dn. C.N. Po24 hod. | Po7dn.

Staphylococcus aureus CCM 4516 | Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Hydrogel A | 6,90 - 10* | 1,19 - 10" | 1,77 -10° | 4,56 -10° | 3,71-10" | 7,11 - 10°
Hydrogel B 0 0 0 0 0 0
Hydrogel C | 4,00 - 10* 0 0 0 0 0
Hydrogel D 0 0 0 0 0 0
Hydrogel E 0 0 0 0 0 0
Candida albicans CCM 8215 Aspergillus niger CCM 8222

Hydrogel A | 9,35-10° | 1,29 -10* | 1,34-10" | 5,35-10° | 4,20-10° | 8,20 - 10°
Hydrogel B 0 0 0 8,45 - 10° 0 0

Hydrogel C | 8,35 - 10" 0 0 4,95.10° | 3,40-10° | 2,15 10°
Hydrogel D 0 0 0 9,70 - 10° 0 0
Hydrogel E 0 0 0 2,25 - 10° 0 0

Tab. 17. Zkouska vicinnost konzervace hydrogelu dle CL po teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cfu/ml Pocet cfu/ml
Vzorek C.N. Po 24 hod. | Po7dn. C.N. Po 24 hod. | Po7dn.

Staphylococcus aureus CCM 4516 | Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Hydrogel A | 5,45 - 10° | 8,55 - 10° <5 2,10-10" | 2,86 - 10° | 3,34 - 10°
Hydrogel B | 3,40 - 10* 0 0 <5 0 0
Hydrogel C | 4,50 - 10° 0 0 1,70 - 10' 0 0
Hydrogel D <5 0 0 0 0 0
Hydrogel E | 1,55 - 10° 0 0 0 0 0
Candida albicans CCM 8215 Aspergillus niger CCM 8222

Hydrogel A | 6,20 - 10" | 2,37-10° | 1,62 -10° | 4,70-10° | 3,90 - 10° | 4,35 - 10°
Hydrogel B | 8,95 - 10° 0 0 3,80 - 10° 0 0

Hydrogel C | 1,85 10" | 4,30-10° | 1,62-10° | 3,80-10° | 3,05-10° | 4,20 - 10°
Hydrogel D | 8,10 - 10° 0 0 2,90 - 10° 0 0
Hydrogel E | 2,48 - 107 0 0 4,10 - 10° 0 0
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Stejné jako u krému tak i u hydrogeli byly zaznamenany vynikajici vysledky samotného
nisinu, kdy po 24 hodinach nebyl zaznamenan vyskyt zadnych kolonii MO. Pusobeni
samotného nisinu a nisinu spolu se slilici bylo t¢éméf shodné, opét se nedokazal prokazat
synergicky vliv silice. Naopak v piipadn¢ spojeni nisinu s fenoxyetanolem bylo zji§téno, Ze
tato kombinace ma mensi redukci MO nez sam nisin. Pro stabilizaci systému tedy postaci

poziti samotného nisinu.

9.3 Sledovani stability nisinu v zavislosti na teplotni zatézi

Pro sledovéni stability koncentrace nisinu v KP byla pouZzita metoda RP-HPLC, kterou
bylo stanoveni provadéno v urCitych ¢asovych intervalech pii vystaveni vzorku
klimatiza¢nim podminkam v Climacellu. Pro tyto ucely byly sledovany KP se samotnym

nisinem a KP s kombinaci nisnu a silice.

Tab. 18. Koncentrace nisinu v masti v priibehu teplotniho zatizeni

Pocet ceyklit v Climacellu Koncent-race nisinu Koncent-race nisinu
v masti B [g/g] v masti D [ug/g]
0 74,52 67,95
5 69,25 64,85
10 61,20 60,20
20 58,85 52,15
50 41,60 48,15
65 30,85 40,75
100 21,55 37,90
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Obr. 6. Pokles koncentrace nisinu v masti Vv zavislosti na poctu

cyklu v klimatizacni komore

Tab. 19. Koncentrace nisinu v krému v pritbehu teplotniho zatizeni

Koncentrace nisinu Koncentrace nisinu
Pocet cyklt v Climacellu . .
v krému B [pug/g] v krému D [ug/g]
0 67,88 64,32
5 66,60 62,20

10 58,90 59,55
20 45,75 54,45
50 36,60 43,75
65 28,05 35,65
100 16,40 30,85
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Obr. 7. Pokles koncentrace nisinu v krému v zdvislosti na poctu

cyklu v klimatizacni komore
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Tab. 20. Koncentrace nisinu v hydrogelu v pribéhu teplotniho zatiZeni

) Koncentrace nisinu Koncentrace nisinu
Pocet cykla v Climacellu
v hydrogelu B [ug/g] v hydrogelu D [ug/g]
0 118,56 126,30
5 93,20 111,90

10 55,80 73,42
20 31,70 45,90
50 11,40 27,67
65 9,32 25,40
100 7,76 20,25
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Obr. 8. Pokles koncentrace nisinu v hydrogelu v zavislosti na poctu
cyklu v klimatizacni komore

Z Tab. 18., 19., 20. a Obr. 6., 7., 8. je patrno, ze koncentrace nisinu ve vSech ptipadech
zna¢né klesa v zavislosti na dobé vystaveni teplotni namaze. Je vidét, ze KP obsahujici
smés nisinu a silice maji o néco lepsi stabilitu, jelikoZ Ubytek koncentrace je vzdy mensi,
nez u KP obsahujici samotny nisin. Vzhledem k tomu, Ze smérodatna odchylka byla

Vv téchto pfipadech mensi nez 5 %, neni ve vysledcich zohledhovana.
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9.4 Stanoveni peroxidového Cisla v ¢asovych intervalech pri teplotni

zatézi

V zavislosti na mozné oxidaci tukové faze (zluknuti) KP bylo u masti a krémi

stanovovano peroxidové Cislo a to opét v casovych intervalech pii teplotni zatézi.

Peroxidové C¢islo bylo sledovano u KP se samotnym nisinem, se samotnou silici

a u kombinace nisinu a silice. Peroxidové ¢islo pro masti je uvedeno v Tab. 21 a na Obr. 9.

Tab. 21. Stanoveni peroxidového cisla u masti v pritbéhu teplotni zatéze

Peroxidové ¢islo | Peroxidové ¢islo | Peroxidové ¢islo | Peroxidové ¢islo
Pocet cyklt v ) ) ) )
masti A masti B masti C masti D
Climacellu
[mmol/kg] [mmol/kg] [mmol/kg] [mmol/kg]
0 41+0,3 47+0,3 49+04 46+0,3
10 51+04 54+0,3 53+x04 49+0,3
20 52+04 55%+0,3 5604 51+0,3
50 55+0/4 5,88 £ 0,16 5704 52+0,3
80 58+04 6,5+0,3 57+04 55+04
100 76+0,3 6,5+0,3 6,1+0,3 6,1+0,4
8
R
=
g 7
£
% —@— Mast A
:§ —fll— Mast B
j% Mast C
] == Mast D
o
0 20 60 80 100 120
Pocet cyklt v Climacellu

Obr. 9. Rust peroxidového cisla umasti v zavislosti na poctu cykli

V klimatizacni komore

Z Tab. 21 a Obr. 9 je patrno, Ze peroxidové Cislo se v zavisti na ¢ase mirné zvySuje. Je

vidét, ze piipravky s obsahem nisinu mohou mit vliv na mirng&j$i vzestup peroxidového
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Cisla, jelikoz u masti A, ktera neobsahuje nisin a ptredstavuje blank, je strmé&jsi nartst

t&chto hodnot.

Vysledky naméfenych peroxidovych cisel pro krémy jsou zaznamenany v Tab. 22 a na
Obr. 10.

Tab. 22. Stanoveni peroxidového cisla u krémui vV pribéhu teplotni zdtéze

Peroxidové ¢islo | Peroxidové ¢islo | Peroxidové ¢islo | Peroxidové ¢islo
Pocet cykli v
krému A krému B krému C krému D
Climacellu
[mmol/kg] [mmol/kg] [mmol/kg] [mmol/kg]

0 0,49 + 0,04 0,48 + 0,03 0,95+ 0,08 0,413 + 0,017
10 0,55+ 0,04 0,48 £ 0,03 1,13+ 0,09 0,429 + 0,018
20 0,79 £ 0,05 0,79+ 0,05 1,2+0,1 1,31+ 0,06
50 0,95+ 0,06 0,85+ 0,05 1,32 £ 0,11 1,38 £ 0,06
80 1,07 £ 0,07 1,04 + 0,06 1,96 + 0,16 1,83+ 0,08
100 1,12 £ 0,08 1,36 +£ 0,08 44+04 2,15+ 0,09

— 4.4
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Obr. 10. Riist peroxidového cisla U krémii V zavislosti na poctu cyklii
V klimatizacni komore

Stejn¢€ jako u masti, tak i u krémia se peroxidové Cislo zvySuje s pocty cyklid vystaveni
v Climacellu. Je zifejmé, ze rovnéZ krémy s obsahem nisinu mohou mit za zasluhu mirné;si
vzestup peroxidového cCisla. Tento fakt mize byt vysvétlen diky krému C, ktery ve svém

sloZeni obsahuje pouze silici a jeho zvySeni je daleko vyraznéjsi neZ u ostatnich vzorkd.
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Vzhledem K nizkym hodnotam peroxidového ¢isla u krému lze fici, ze testované krémy
vykazuji velice nizky stupen oxidace, ktery by mohl zpisobit degradaci slozek obsazenych

V tukové ¢asti.

Je predpokladano, ze vzhledem k vysSimu obsahu tukové fadze u masti, budou hodnoty
peroxidového ¢isla vyssi nez u krému. Riziko vzniku primarnich oxidacnich produktl je

zde tedy vyssi a na tento fakt by mél byt bran ohled pii zachazeni a skladovani KP.

9.5 Stanoveni stability vzhledem k fyzikalnim vlastnostem

Z hlediska zkoumani fyzikalni stability KP bylo sledovano pH jednotlivych ptipravki pted
a po teplotni zatézi v klimatiza¢ni komote. Tyto hodnoty jsou zaznamenany v Tab. 23,

Tab. 24 a Tab. 25

Tab. 23. Hodnoty pH masti pied a po teplotni zatezi v Climacellu

Pocet cykla v ) ) ) )
) pH masti A pH masti B pH masti C pH masti D
Climacellu
0 5,48 + 0,03 4,787 £ 0,019 5,520 £ 0,012 4,683 £ 0,013
100 5,49 + 0,03 4,74 + 0,05 5,507 + 0,009 4,667 £ 0,018

Tab. 24. Hodnoty pH krémui pred a po teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cykla v
) pH krému A pH krému B pH krému C pH krému D
Climacellu
0 5,530 + 0,006 4,957 + 0,004 5,533 + 0,007 4,973 £ 0,004
100 5,537 £ 0,004 4,947 + 0,004 5,530 + 0,006 4,983 + 0,007

Tab. 25. Hodnoty pH Aydrogelii pred a po teplotni zatézi v Climacellu

Pocet cykla v
) pH hydrogelu A | pH hydrogelu B | pH hydrogelu C | pH hydrogelu D
Climacellu
0 6,673 + 0,004 4,793 £ 0,004 6,637 + 0,007 4,763 £ 0,007
100 6,667 + 0,004 4,817 £ 0,004 6,627 + 0,007 4,737 £ 0,009

Bylo zjisténo, Ze teplotni zaté€Z nema vliv na vysledné hodnoty pH téchto piipravkl. Oblast

pH se v zavislosti na ¢ase ménila jen nepatrné a témét se zanedbatelnym rozdilem.
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Dalsim sledovanym faktorem pro zjiSténi fyzikalni stability byla viskozita KP. Namétené

hodnoty viskozity pied a po vystaveni Climacellu jsou uvedeny v Tab. 26, Tab. 27

a Tab. 28.

Tab. 26. Hodnoty viskozit masti prred a po teplotni zatezi v Climacellu

Viskozita Viskozita Viskozita Viskozita
Pocet cykla v ) ) ) )
) masti A masti B masti C masti D
Climacellu
[Pa:s] [Pa:s] [Pa:s] [Pa-s]
0 97200 + 300 77300 = 300 97100 + 500 64100 + 400
100 89000 + 800 81700 + 400 90300 + 600 66800 + 300
Tab. 27. Hodnoty viskozit krémui pred a po teplotni zatezi v Climacellu
Viskozita Viskozita Viskozita Viskozita
Pocet cyklt v ’ ) ’ ’
) kremu A krému B krému C krému D
Climacellu
[Pa:-s] [mPa:s] [Pa:-s] [mPa:s]
0 2,95 + 0,06 61,8+0,3 2,98 £ 0,05 525+0,3
100 2,807 £ 0,019 59,9+ 0,5 2,86 + 0,03 59,1+0,4
Tab. 28. Hodnoty viskozit hydrogelii pred a po teplotni zatézi v Climacellu
Viskozita Viskozita Viskozita Viskozita
Pocet cykla v
) Hydrogelu A Hydrogelu B Hydrogelu C Hydrogelu D
Climacellu
[Pa:s] [Pa:s] [Pa:s] [Pa-s]
0 2,007 £ 0,013 1,253 + 0,013 1,94 £ 0,03 1,15+0,03
100 1,943 + 0,019 1,420 £ 0,018 1,83 + 0,03 1,08 + 0,03

Stejné jako u hodnoty pH pfipravku 1 pfi sledovani viskozity bylo zjiSténo, Ze vystaveni

KP vysokym teplotdm a Casovému intervalu nemd vliv na zménu konzistence ptipravku.

| zde byly rozdily viskozit pted a po Climacellu prakticky nepodstatné.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byla piiprava receptury kosmetického produktu s obsahem
nisinu ziskaného z odpadni syrovatky, ktery ve stabilizované formé jako sou¢ast hydrofilni
polymerni matrice ptispiva k jeho vhodné a dostate¢né konzervaci a napomaha k aspésné

1é¢bé stafylokokovych infekei.

Teoretickd cast popisuje legislativni pozadavky tykajici se kosmetickych piipravkl
a kritéria pro mikrobiologické testovani. Dalsi dulezitou soucasti je zpracovani poznatku
0 vyuzitelnosti biologicky aktivnich peptidl, ziskanych z mléénych bilkovin a jejich
aplikace nejen v kosmetickém pramyslu. VSechny tyto ziskané poznatky byly napomocny
pro nasledné zhotoveni vzorku kosmetickych produkti a k provedeni jejich stabilitni

studie.

Byly navrzeny tfi typy kosmetickych pfipravkil (mast, krém a hydrogel), do kterych byl
zapracovan extrakt nisinu stabilizovany v polyetylenglykolu. Pro tyto téely byl testovan
polyetylenglykol riznych molekulovych hmotnosti. Na zakladé mikrobiologického
testovani pomoci diskové difuzni metody proti kmenu Staphylococcus aureus, byl zvolen
PEG 2050, ktery byl nasledné pouzit pro dalsi testovani a sledovani stability kosmetického

piipravku.

Pro ovéfeni teplotni stability byly vSechny pfipravky vystaveny zatéZovému testu
Vv klimatiza¢ni komofe Climacell a veSkeré testovani prob&hlo pied i po této teplotni

namaze.

Zkouska ucinnosti konzervace KP byla provedena dle Ceského 1ékopisu proti kmentim
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans a Aspergillus niger.
Aplikacné zajimavy se jevil synergicky ucinek pii pouZiti silice a nisinu, kdy pro dosaZeni
mikrobiologické stability KP nebylo potieba pfidavku konzervantu. Zajimavym zjisténim
je fakt, Ze ve vétSiné ptipadd doslo k uplné redukci mikroorganismu pii pouziti samotného
nisinového extraktu z fermentatu. Mazeme tedy fici, Ze piidavek nisinu at’ uz samotného,
¢i v kombinaci se silici, zajisti dostate¢nou ochranu a konzervaci KP. Pro srovnani byly
ovetovany také KP konzervované fenoxyetanolem, kde vSechny tyto vzorky vykazovaly

dobrou mikrobiologickou stabilitu proti vSem testovanym mikroorganismiim.

V ramci ovéfeni stability kosmetického produktu bylo provedeno stanoveni koncentrace

nisinu v KP metodou RP-HPLC. Bylo zjisténo, ze srostoucim ¢asem a teplotni zatézi
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koncentrace nisinu ve vSech vzorcich zna¢né klesa. Vzhledem k ptedchozimu zjisténi, je
vsak tato koncentrace i nadale vhodna pro zajisténi dostate¢né mikrobiologické stability.
| zde muze byt poukazano na synergicky vliv silice. Rozdil v tbytku koncentrace nisinu je
sice nepatrny, ale i pies to byl v pouziti kombinace nisin-silice 0 néco mensi nez pii pouziti

samotného nisinu.

Pro KP obsahujici tukovou fazi (masti, krémy) hrozi riziko oxidace této faze, tedy zluknuti
tukl. Toto riziko bylo zjiStovano pomoci stanoveni peroxidového ¢isla. U krému byly
zaznamenany nizké hodnoty tohoto Ccisla, které svéd¢i o nizkém nebezpecCi vzniku
primarnich oxidacnich produkti a nésledné degradaci slozek obsazenych v tukové Casti.
U masti byly stanoveny hodnoty peroxidového cCisla vyssi, a to vzhledem K vysSimu
obsahu tuku nez u krémi. Oxidace je tedy pravdépodobnéjsi a v zavislosti na tomto zjisténi

by mél byt bran ohled pfi jejich zachazeni a skladovani.

Pii hodnoceni fyzikalnich vlastnosti (pH ptipravku a viskozita) se ukazalo, ze jsou v§echny
vysledné hodnoty téméi totozné pred a po Casové a teplotni ndmaze. Mizeme tedy fici, Ze
zatézovy test nema vliv na zménu ¢i rozpad konzistence a ani neovliviluje hodnotu pH.
Zajimavym poznatkem je vysoky pokles viskozity krému pii pridavku extraktu
nisinu/PEG. Tento fakt musi byt zohlednén ve finalni fazi vyroby KP, kdy pii baleni
produktu musi byt zvolena vhodna nadoba s davkovaci pumpickou ¢i jiny ptijatelny obal

vyrobku.

Ze vsech ziskanych vysledkl je patrné, Ze se podafilo navrhnout stabilni a uéinnou
recepturu kosmetického ptipravku. Nejvhodnéj$im feSenim je vyuZiti synergického efektu
nisinu spolu s kombinaci silic citrusovych plodi. Jejich vyhodou je, Ze se jedna o pfirodni
konzervaéni systém a zarovefi mohou poslouzit jako parfemace vyrobku. Pokud neni
pouziti silice zadouci, mize byt uvazovano o aplikaci samotného nisinového extraktu,

ktery se v této studii jevil jako dostacujici.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

KP
SUKL
o/v
v/o

aw
MIC
MBC

GMP

BMK
ATP
EDTA
Da
Subsp.
AMK
SCCS
CSN
I1SO
CL
ASEAN
CTFA
CFU
PEG

HPLC

Kosmeticky piipravek

Statni Ustav pro kontrolu 1é¢iv

Emulze typu ,,0lej ve vodé*

Emulze typu ,,voda v oleji‘

Aktivita vody

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Minimalni bakteriocidni koncentrace
Glykomakropeptid

Imunoglobulin

Bakterie mlé¢ného kvaseni
Adenosintrifosfat

Kyselina etylendiamintetraoctova

Dalton

Poddruh (subspecies)

Aminokyselina

Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitele
Ceska technicka norma

International Organization of Standardization
Cesky lékopis

Asociace jihovychodnich asijskych narodi
SdruzZeni pro kosmetické, toaletni a vonné latky
Jednotky tvofici kolonie

Polyetylenglykol

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
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RP-HPLC HPLC nareverznich fazich

MM Myristyl myristat
GMS Glyceryl stearéat
rpm Otacky za minutu (Revolutions per minute)

MO Mikroorganismus
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