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ABSTRAKT

Konzervanty hraji klicovou roli v zachovani kosmetickych pfipravkli v nezavadném
a senzoricky pfijatelném stavu pro spottebitele po celou dobu trvanlivosti. Jednotlivé
kategorie konzervac¢nich ptisad nabizi uc€innost na rizné spektrum mikroorganismu a jejich
pouziti se lisi podle typu produktu, obalu produktu, obsahu vody a ostatnich slozek, pH
produktu, podminek zpracovani a pouzivani a podle dalSich dilezitych faktor. Obvyklé je
pouziti smési raznych konzervanti, nékdy mohou konzervovat i slozky kosmetického
ptipravku nebo pfi snizeni moznosti mikrobidlni kontaminace, napf. obalem, je dokonce
mozné koncentraci nebo pocet konzervantii snizit. Konzervacni pfisady jsou castymi
alergeny a pfic¢inou riznych zdravotnich komplikaci, proto jsou legislativou omezeny na
nejniz§i mozné ucinné koncentrace. V ptipad€ novych formulaci produktii je potieba testovat
ucinnost konzervantl pii novych podminkach. Ke zhodnoceni G¢innosti konzervantd byla
v této praci pouzita diskova difizni metoda, modifikovand difuzni metoda s jamkami
v agaru a diluéni metoda stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace. VySe uvedenymi
metodami byly hodnoceny konzervacni ucinky benzalkonium chloridu, bronopolu,
phenoxyethanolu, kyseliny citronové a tymianové silice proti mikroorganismim E. coli,

Staphylococcus aureus, Aspergillus brasiliensis a Candida albicans.

Klicova slova: konzervant, konzervace, difuzni metoda, dilu¢ni metoda stanoveni MIC,
benzalkonium chlorid, bronopol, phenoxyethanol, kyselina citronova, tymianova silice,

E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergilus brasilliensis, Candida albicans.



ABSTRACT

Preservatives play a key role in keeping cosmetic products in a safe and sensory acceptable
condition for the consumer throughout their shelf life. Individual categories of preservatives
offer efficacy on a different spectrum of microorganisms and their use varies according to
the type of the product, product packaging, water content and other ingredients, pH of the
product, processing and use conditions and other important factors. It is customary to use
a mixture of different preservatives, sometimes the components of the cosmetic product can
also preserve, or if the possibility of microbial contamination is being lower, e. g. packaging,
it is even possible to reduce the concentration or an number of preservatives. Preservatives
are frequent allergens and the cause of various health complications therefore they are
limited by legislation to the lowest possible effective concentrations. In the case of new
product formulations, it is necessary to test the effectiveness of preservatives under new
conditions. To evaluate the effectiveness of preservatives, the disc diffusion method, the
modified diffusion method with holes in the agar and the dilution method for determining
the minimum inhibitory concentration were used in this work. The above methods evaluated
the preservative effects of benzalkonium chloride, bronopol, phenoxyethanol, citric acid and
thyme essential oils against the microorganisms E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus

brasiliensis and Candida albicans.

Keywords: preservative, preservation, diffusion method, dilution method for the
determination of MIC, benzalkonium chloride, bronopol, phenoxyethanol, citric acid, thyme

essential oil, E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus brasiliensis, Candida albicans.
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UvVOD

Kosmeticky pramysl lze zaradit vedle farmaceutického primyslu mezi rychle se vyvijejici a
velmi ziskova odvétvi primyslu viibec. Kosmetika se stala soucasti naseho zivota a kazdy
znés se denné setkava s fadou kosmetickych produktii. Povazujeme to za standard, bez
kterého si vétSina znds neumi pfedstavit normalni Zivot. Z definice jsou kosmetické
produkty urceny k ocisté, pésténi a udrzovani dobrého stavu povrchu téla a nékterych sliznic,
dale jsou to piipravky urcené k parfemaci nebo potlaceni télesného pachu a také sem Ize
zahrnout produkty uréené ke zkrasleni a zmén¢ vzhledu. Nekteré produkty plisobi na povrch
lidského téla kratkodobé, naptiklad pii myti a jiné zlstavaji na povrchu téla delsi dobu, napft.
péstici nebo dekorativni kosmetika. VSechny tyto produkty se skladaji bud’ z n¢kolika nebo
z vét§itho mnoZzstvi chemickych nebo ptfirodnich ingredienci, z nichz kazdd ma v ptipravku
svij smysl a ucel a zajistuje spravnou funkci vyrobku. Pro vSechny kosmetické ptipravky
plati jednotna legislativa, kterd ma zajistit nejen slozeni z povolenych ingredienci a G€innost

ptipravku pro dané ucely, ale také nezdvadnost a pouzitelnost ptipravku po urcitou dobu.

Faktory, které mohou ovlivnit trvanlivost a nezdvadnost kosmetickych pfipravki, jsou
mikrobialni kontaminace a degrada¢ni pochody v dusledku oxidace nebo jinych chemickych

pochodu.

Konzervace je obecné moZznd rUznymi zplsoby. Konzervaéni metody zabrafuji
mikroorganismiim v rozmnozovani nebo v jejich aktivité, pfipadné je usmrcuji nebo
inaktivuji. Ve vysledku jde o prodlouzeni doby, po kterou je zaruc¢ena zdravotni nezdvadnost
a pouzitelnost vyrobku. Inhibici ristu mikroorganismi v kosmetice lze ovlivnit nizkou
teplotou skladovani, nizkou aktivitou vody, sniZzenim pfistupu k Zivindm a niz§im obsahem
kysliku. Pro dezinfekci obaltl je mozné pouzit i vysokou teplotu nebo ozafeni. Uginek
niz$ich teplot a niz§i obsah kysliku je mozné vyuzit hlavné pfi stanoveni podminek pro
skladovani a uchovavani produktu. Pokud vSak chceme zabezpecit nezdvadnost a dobu

pouzitelnosti, je nutné pouzit konzervacni ptisadu. [1]

I kdyz je tlak od spotiebitele na co nejmensi mnoZstvi konzervantii v kosmetice a na jejich
Setrnost a nezdvadnost z hlediska mozné drazdivosti, pfipadné alergii, je v podstaté nemozné
vyrobit kosmeticky ptipravek bez obsahu konzervantti (at’ uz syntetickych nebo ptirodnich),

ptipadné mohou obsahovat néjakou slozku, kterd sama o sob&€ ma konzervacni G¢inek.
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Konzervanty jsou tedy pevnou soucasti kosmetickych ptipravki a jejich volba zavisi na celé
rad¢ faktort, at’ uz na slozeni pfipravku nebo na funkci a zpisobu pouzivani a na dobé

kontaktu s povrchem téla.

Cilem této prace je zhodnotit riizné kategorie konzervanti a srovnat u¢innost nejcasteji

pouzivanych konzervantli vii¢i vybranym mikroorganismim.
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I. TEORETICKA CAST



1
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KONZERVANTY

1.1 Konzervanty — legislativa

Dle nafizeni Evropského parlamentu a rady ¢. 1223/2009 je konzervac¢ni ptisadou latka,
ktera je vyhradné nebo prevazné urcena k potlaceni ristu mikroorganismt v kosmetickém
pripravku (dale KP). KP piipravek mtize obsahovat i jiné antimikrobni latky, které nejsou
konzervanty, ale maji v KP jinou funkci, kterd souvisi s ii€elem pouziti, napt. Sampon proti
luptim apod. Dle vySe uvedené legislativy pro konzervanty plati, Ze KP nesmi obsahovat
konzervacni pfisady, které nejsou uvedené v pfiloze V vySe uvedeného nafizeni
a konzervacni pfisady uvedené v této pfiloze lze pouzit pouze v souladu s uvedenymi

podminkami. [2]

1.2 Konzervanty — obecna charakteristika

Konzervaéni ptisady k prevenci omezeni ristu bakterii, kvasinek a plisni jsou nutné u v§ech
formulaci KP, zvlast¢ u téch, které obsahuji vodu, ale mikroorganismy se vyskytuji
i v suchych produktech jako jsou napft. pudry a zasypy. Mikrobidlni kontaminace zptisobuje
zménu organoleptickych vlastnosti jako je pach, barva a viskozita a mize také ohrozit zdravi
spotiebitele. Kli¢ovou roli hraje koncentrace konzervantu. RozliSujeme minimalni inhibi¢ni
koncentraci, coz je minimalni koncentrace antimikrobidlni latky, u které je prokazano, Ze
inhibuje viditelny riist mikroorganismui. Dale existuje minimalni biocidni koncentrace, coz

je nejnizsi koncentrace latky, kterda znemozni riist mikroorganismit béhem prvnich 24 hodin.
[3]

Spravna volba konzervac¢nich ptipravki a jejich koncentrace musi zarucit nejen antimikrobni
ucinek, ktery ma byt delsi, nez je doba pouzitelnosti KP, ale musi byt také zaru¢eno bezpecné
pouziti KP s ohledem na toxicitu konzervacni latky. Mikrobidlni latka musi byt natolik
uc¢inna, aby nedoslo k adaptaci mikroorganismt na latku. Idedlni konzervaéni prostfedek by
mél byt ucinny v nizkych koncentracich, bez chuti, bez zapachu, bezbarvy, G€inny proti
grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim a houbam (kvasinkdm a plisnim), pouZitelny
v horké i1 studené fazi, G€inny a stabilni v rozsahu pH od 2,5 do 10,5, pfijatelny pro regulacni
agentury po celém svété a nakladoveé efektivni. Protoze takovy konzervant v praxi
neexistuje, vzdy bude vybér, koncentrace a kombinace konzervacnich latek pro KP
specificky proces, ktery se bude odvijet od funkce, sloZzeni a zptisobu pouzivani KP a od

kompatibility s ostatnimi slozkami KP. [3,4]
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Odlisnou kapitolou je kosmetika s antimikrobnim ucinkem, kterd obsahuje také
antimikrobni latky, ale ty jsou zde jako u¢inna latka, a ne jako konzervant. Jedna se naptiklad
o piipravky na akné, na lupy, ustni vody, antibakterialni mydla, dezinfekce na kizi apod.
Zde potom zalezi na klasifikaci produktu, zda se jedna o KP nebo 1é¢ivo. Rozhoduje zde

zakladni funkce ptipravku, tedy jestli je kosmeticka nebo 1éciva. [4]

Aby se snizila spotfeba konzervacnich latek, je snaha vyuzivat i jiné metody antimikrobidlni
ochrany, jako je napf. ozafeni nebo specialni obaly. ZvySuje se také podil piirodnich
konzervacnich latek, u kterych je mozna nizsi toxicita a pfi ziskani konzervantu z piirodni

slozky odpada riziko zbytkového rezidua jako z chemické vyroby. [3]

1.3 Mikrobialni kontaminace

Studie ukazaly, Ze mezi nejCastéji se vyskytujici mikroorganismy v kosmetice
patti Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Burkholderia cepacia, Staphylococcus
aureus, E. coli, Candida albicans, Enterobacter gergoviae, Serratia marcescens a dalsi
bakterie, houby a kvasinky. K primérni mikrobialni kontaminaci maze dojit ve vyrob¢ bud’
ze vstupnich surovin nebo pii vyrobnim procesu, anebo sekundarné dochdzi ke kontaminaci
spotiebitelem. Tato kontaminace muZze byt eliminovana vhodnym obalem (davkovac
s pistem) nebo opatrnou manipulaci spotiebitele (napf. nabirani krému z dozy Ccistou
Spachtli). Pokud se kontrolnimi mechanismy zjisti v KP mikrobialni kontaminace, dochézi
ke stazeni KP z prodeje. Systém zachyceni a staZeni z prodeje mikrobialné znehodnocenych

KP v ramci EU se nazyva Rapid Alert Systém (RAPEX). [4]
1.4 Kritéria vybéru konzervantu

1.4.1 Stabilita konzervantua

Stabilitu konzervacnich latek ovlivituje fada faktorti. Patifi mezi n¢ rozpustnost a rozdéleni
v emulzich typt olej ve vodé (O/V) nebo voda v oleji (V/O). Je vhodné, aby mél konzervant
vhodny rozdélovaci koeficient v emulzi O/V, protoZe bude vyrazna jeho aktivita ve vodné
fazi. U opacnych emulzi V/O je potieba, aby mél konzervant afinitu k olejové fazi. Typ

emulze je tedy jednim z dilezitych faktorti vybéru.

Dals$im ddlezitym faktorem je pH produktu, které ovlivituje stabilitu konzervantu. Napf.
parabeny jsou U¢inné v acidickém prostredi, zatimco bronopol podléha v kyselém prostiedi

rozkladu. [4]
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1.4.2 Kompatibilita

Konzervant musi byt kompatibilni se slozkami produktu, napt. aktivitu parabenii mize
ovlivnit neionickd povrchové aktivni latka, celuléza nebo Skrob miize absorbovat
konzervacni latky, mastek snizuje z 90 % ucinnost methyl parabenu, a naopak EDTA je
znama synergii s nékterymi konzervanty. Koncentraci a aktivitu konzervantu mtize ovlivnit

1 material obalu. Napf. polyethylen neni kompatibilni s nékterymi fenolovymi slou¢eninami.

[4]

1.4.3 Bezpecnost

Pouziti konzervacnich ptipravkii mize vyvolat nezadouci ucinky. Po parfemacich jsou
konzervanty druhou nejvétsi skupinou vyvolavajici alergie a podrazdéni. Konzervanty v KP
mohou vyvolat alergickou kontaktni dermatitidu nebo drazdivou kontaktni dermatitidu.
Reakce miize byt mirnd az velmi silnd, u nékterych konzervantli se mohou projevit
1 estrogenni ucinky. U néekterych konzervacnich slozek bylo dokonce diskutovéano, ze by
mohly zpUsobit rakovinu prsu (parabeny). Konzervacni ptisady mohou vyvolat okamzitou
reakci, nebo naopak, k reakci dochazi az po letech pouzivani. Mezi konzervacni ti€innosti
a toxicitou existuje piiméd souvislost. Ty nejucinngj§i konzervanty byvaji Casto ty
nejtoxictéj$i. Proto se nafizeni ohledné pouzivani konzervacnich latek neustale meéni
a doplnuje, at’ uz na urovni EU nebo jednotlivych statl. Jedna se naptiklad o zdkaz pouzivani
chloracetamidu v KP ve Francii (2012), omezeni n¢kterych parabent v KP v ramci EU
(2013), omezeni triclosanu na nékteré¢ KP v rdmci EU (2014), zdkaz pouZzivani nékterych

latek v KP apod. [3,4]

1.4.4 Soulad s kosmetickou legislativou

EU a Japonsko reguluji pouziti konzervacnich latek pozitivnim seznamem, tedy seznamem
povolenych latek véetné jejich maximalnich povolenych koncentraci. Jak jiz bylo vyse
uvedeno, v EU je to pfiloha nafizeni ¢. 1223/2009 a v Japonsku jsou vSechny konzervaéni
latky povolené pro kosmetiku v pfiloze 3 Standardd pro kosmetiku ministerstva
zdravotnictvi a socialnich véci €. 331/2000.

Jina situace je v USA. Zde neexistuje zadny seznam povolenych latek, vyrobce zde prebira
zodpovédnost za bezpecnost svych vyrobki. Existuje zde nezavisla skupina védct a 1ékait

(Cosmetic Ingredient Review), kterd posuzuje bezpecnost kosmetickych ptisad. [4]
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2  SYNTETICKE KONZERVANTY

Jedna se o konzervacni latky cilené vyrobené chemickym procesem. DéEli se podle
chemického slozeni na nékolik skupin. Jsou to organické kyseliny, alkoholy a fenoly,
aldehydy a formaldehydové uvolnovace, derivaty isothiazolinu, halogenované slouceniny,
kvarterni amoniové slouceniny (quaternia), biguanidy a dal$i konzervanty, které nejsou
zafazené v zadné skupin€. Naopak nékteré lze zaradit do vice skupin, napf. bronopol je
halogenovana sloucenina, ale patii i mezi uvolinovace formaldehydu. Pro jednotlivé skupiny
jsou obvykle typické podobné mechanismy uc¢inku, podobné podminky, které potiebuji, aby
vykazovaly antimikrobni aktivitu a podobné inaktivacni mechanismy. V kapitole dvé jsou
uvedeny nejpouzivanéjsi zastupci z kazdé chemické skupiny syntetickych konzervanti.
Nutno dodat, Ze konzervaénimi u¢inky disponuji mnohé kosmetické suroviny, které nejsou
zahrnuty do seznamu konzervacénich latek ptilohy V Natizeni EU, ale pouzivaji se v KP

z jinych divodu. [4]

2.1 Organické kyseliny

Organické kyseliny maji Siroké spektrum ucinku. Aktivita jednotlivych organickych kyselin
zavisi na riznych faktorech. Zcela jisté je dulezitym faktorem délka fetézce. Dlouhy fetézec
zvySuje antimikrobidlni Gcinky, je vSak divodem hor$i rozpustnosti ve vode. Zasadnim
faktorem u¢inkl organickych kyselin je pH, protoZe ovliviiuje koncentraci nedisociovanych
forem. Tato forma je sice schopna penetrovat do buiiky, ale mikrobialni aktivitu organickych
kyselin zajist'uji pravé disociované formy. Pti zvySeni pH o vice jak 1,5 nad neutrdlni uz
ztraci antimikrobidlni ucinek. [4]

Mechanismus U¢inku organickych kyselin probiha ve vice trovnich. Jako prvni je okyseleni
vnéjsiho prostiedi bunky, které je neptiznivé pro mikrobialni riist. K tomu se hojné vyuzivaji
kyseliny octova, propionova, mravenci, maselna a benzoova. [4,5]

Dal$im mechanismem je penetrace nedisociovanych kyselin do buniky a okyseleni
cytoplazmy, coz zpisobi diky vnitfnimu neutrdlnimu pH disociaci kyseliny na anionty
a protony, dojde ke snizeni pH a tim se blokuji nékteré enzymatické pochody, napft.
glykolyza, aktivni transport a bunécna signalizace. [4] Zaroven se pii odstraniovani protonti
spotfebovava energie ATP a dochazi k vyCerpani bunétné energie. K tomu se vyuziva
kyselina propionova, mravenci, benzoova a sorbova. [4,5]

Organické kyseliny se stfednim nebo dlouhym fetézcem zpiisobuji zménu tekutosti

cytoplazmatické membrany, napt. kyselina sorbova. [4,5]
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Negativné nabité ionty organickych kyselin zplisobuji navazani kovovych iontl
z mikrobidlniho obalu, kyselina sorbova zase zplsobuje inhibici nékterych enzymi
bunétného metabolismu a kyselina benzoova inhibuje aktivni transport nékterych
aminokyselin a oxokyselin. [4]

propionovd, salicylova, sorbova, dehydrooctova, mravenci, undecylenova, citrénova

a hydroxymethylaminoacetat sodny. [4]

2.1.1 Kyselina benzoova (kyselina benzenkarboxylova)
0]
: OH
Obrazek 1 Kyselina benzoova (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Kyselina benzoova se vyskytuje ve formé bilého krystalického praSku. Jako konzervant si
zachovava své vlastnosti pfi pH produktu do 5, jinak ztraci antimikrobni uc¢inky. Pouziva se
nejen jako konzervant, ale také jako ucinna latka k 1é¢bé plisniovych infekci bud’ samostatné
nebo ve spojeni s dalSimi latkami. Jeji aktivita je hlavné protiplisiiovd, ale vykazuje 1 urCitou
aktivitu vi0c¢i bakteriim. Nicméné nckteré mikroorganismy dokéazi tuto kyselinu
metabolizovat, a to rod bakterii Pseudomonas a druh Acinetobacter calcoaceticus. [6]
Kromé vyssiho pH tuto kyselinu inaktivuji neionické povrchové aktivni latky nebo ionty
zeleza. Jinak vykazuje dobrou stabilitu, kromé& vysokych teplot. Je rozpustnd ve vodé,
v glycerinu a v glykolech. V pfipravcich se pfidava do vodné faze. [7] Dle EU legislativy se
kyselina benzoova pouziva do oplachovych ptipravkt do koncentrace 2,5 %, do ptipravki
pro ustni hygienu do 1,7 % a do neoplachovych ptipravka do 0,5 %. Soli kyseliny benzoové

se v KP pouzivaji v koncentraci do 0,5 %. [2]

2.1.2 Kyselina salicylova (kyselina 2-hydroxybenzenkarboxylova)
@) OH

OH

Obrazek 2 Kyselina salicylova (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)
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Kyselina salicylova se v ptirodé¢ vyskytuje v klite vrby. Je to bezbarva krystalické latka.
Kyselina salicylova se vyuziva jako konzervant ve farmacii a v kosmetice, a kromé toho se
pouziva jako u¢inna latka k 1€cbé plisnovych infekci spolu s kyselinou benzoovou, pfi 1é¢be
akné, luptl, seborhoické dermatitidy, lupénky nebo pifi odstranovani bradavic. Je mirné
rozpustna ve vod¢ a plné€ rozpustna v alkoholu a v tucich. Aktivni je kyselina, ne jeji soli.
Nejvétsiho antimikrobidlniho u¢inku dosahuje pti pH 2, to az 90 %, s rostoucim pH aktivita
klesa, pti pH 4 uz je ucinnost jen 8,6 % a pii pH 6 uz vykazuje téméf nulovou aktivitu. Je
nekompatibilni se solemi Zeleza a jeji stabilitu snizuje UV zéfeni. [6,7] Jako konzervant se
pouziva v koncentraci do 0,5 %, je zakazéano jeji pouzivani v kosmetice pro déti do tii let
s vyjimkou Sampond, nesmi se pouzivat v produktech pro péci o dutinu Gstni a do ptipravki

k inhalaci. [2]

2.1.3 Kyselina dehydrooctova (3-acetyl-6-methylpyran-2,4(3H)-dion)

o 0‘
CHjy

HaC o %o

Obrazek 3 Kyselina dehydrooctova (Upraveno z: www.merckmillipore.com)

Kyselina dehydrooctova je bila nebo svétle zluta krystalicka latka bez zapachu. Je rozpustna
ve vodé v koncentraci do 0,1 %. [6] Pro nizkou rozpustnost ve vodé€ se n€kdy pouziva jeji
sodna stl. Nejlepsi antimikrobni ucinky vykazuje do pH 6, pfi zvySeni pH dochazi
k deaktivaci. Je stabilni az do teploty 120 °C po dobu jedné hodiny. Nejsilné;jsi ucinek ma
proti houbam, ale G¢inkuje 1 u fady bakterii. [7] Typické inhibi¢ni koncentrace pro vybrané
mikroorganismy jsou: pro Aerobacter aerogenes 0,3 %, pro Bacillus cereus 0,3 %, pro
Lactobacillus plantarum 0,1 %, pro Stapylococcus aureus 0,3 % pro Pseudomonas
aeruginosa 0,4 %, pro Aspergillus niger 0,05 %, pro Penicillium expansum 0,01 %, pro
Rhizopus nigricans 0,05 %, pro Trichophyton interdigitale 0,005 %, pro Saccharomyces
cerevisiae 0,1 %. [6] Nevykazuje uinky vuci rodu Pseudomonas. [7] Toxikologickymi
studiemi bylo prokazano, Ze piipravek je pfijatelny jako konzervacni prostiedek pro
potraviny, kosmetiku a léky. [6] Tato kyselina a jeji soli jsou v kosmetickych ptipravcich

povolené dle legislativy EU v koncentraci do 0,6 % a nesmi se pouzivat v aerosolech. [2]
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2.1.4 Kyselina propionova (kyselina propanova)

O

\)LOH

Obrazek 4 Kyselina propionova (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Kyselina propionova se vyrabi reakci ethylenu a oxidu uhelnatého, ale je také pfirozené
produkovana bakterii Propionibacterium acnes, kterd se bézné vyskytuje na kizi.
Antimikrobni vlastnosti vykazuje pouze kyselina, nikoliv jeji soli. S rostoucim pH se snizuje
jeji t€inek. Nejvétsi antimikrobni vlastnosti vykazuje pii pH 3, a to az 99 %, pii pH 4 uZ je
to 88 % a pti pH 6 je to uz jen 79 %. Nejvétsi ucinky vykazuje proti plisnim. Je stabilni
a rozpustna ve vod¢ nebo v alkoholu. [7] Vyuziva se hlavné v potravinaistvi k potlaceni
plisni a bakterii v pecivu, pfi vyrob¢ syri a sladového extraktu, [6] nicmén¢ jeji vyuZziti je

1 v kosmetice, kde se smi pouzivat v koncentraci do 2 %. [2]

2.1.5 Kyselina sorbova (kyselina hexa 2,4 dienova)

N N
/\/\/\OH

Obrazek 5 Kyselina sorbova (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Tato kyselina si zachovava antimikrobni aktivitu pifi pH do 4,5. Rozpustnost kyseliny ve
vodé je velmi omezena, zatimco rozpustnost draselné soli kyseliny sorbové je asi 58 %. Proto
je samotnd kyselina vhodna pro lipofilni prostfedi. Vykazuje silnou aktivitu proti plisnim
1 kvasinkdm, ale mensi proti bakteriim. Je citlivd na UV zéafeni a v roztoku Zloutne. [7]
Vyuziva se ve farmacii a kosmetice, ale také v potravinaistvi. Jak jiz bylo vySe uvedeno,
mechanismus U¢inku spociva ve zméné tekutosti cytoplazmatick¢é membrany a v inhibici
enzyml bunécného metabolismu a aktivniho transportu aminokyselin a oxokyselin, a to
hlavné u E. coli a Bacillus subtilis. [6,8] Dle legislativy je mozné kyselinu sorbovou pouzivat

v koncentraci do 0,6 %. [2]
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2.1.6 Kyselina mraven¢i (kyselina methanova)

O
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Obrazek 6 Kyselina mravenci (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Kyselina mravenci je organickd kyselina s nejkratSim fetézcem. Kromé chemické vyroby
vzniké jako vedlejsi produkt pfi vyrobé kyseliny octové a nachéazi se v jedu mravenct a vcel.
Jedna se o bezbarvou kapalinu, je zcela misitelna s vodou, glycerinem a alkoholem. Nejvétsi
antimikrobidlni aktivitu vykazuje pti pH 3, pfi zvySeni pH tato aktivita postupné klesa,
au pH 6 je jiZ na trovni 1 %. Jeji antimikrobidlni ucinky nejsou silné. Je citliva na teplo
a na silné kyseliny a zasady. Nejvhodnéjsi pouziti je smichani s vodnou fazi. [7] EU
legislativa umoziiuje pouziti kyseliny v kosmetickych piipravcich v koncentraci do 0,5 %.

2]

2.1.7 Kyselina citronova (kyselina 2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova ¢i
kyselina 3-karboxy-3-hydroxypentandiova)

O OH
O O

HO OH
OH

Obrazek 7 Kyselina citronovéa (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Kyselina citronova je jednou z nejpouzivangjSich organickych kyselin. Vyuziva se jako
konzervant v potravinafstvi, ve farmacii a v kosmetice. Dale se pouZzivé jako antioxidant,
ochucovadlo a ke sniZeni pH vyrobku. Vyrabi se pomoci produkce kultury Aspergillus niger.
Je meziproduktem citratového cyklu. [9] Kyselina citronova synergicky zvySuje konzervaéni
ucinek jiné latky s antimikrobnimi uc€inky, napi. byl tento efekt prokazan u kyseliny
linolenové. [10] Déale zesiluje antifungélni u€inky u kmene Bacillus subtilis. [11] Kyselina
citronova je tedy konzervacni Cinidlo se slabsim ucinkem, ale mize zesilovat konzervacni
efekt ve spojeni s jinymi konzervanty nebo dal§imi slozkami produktu. Legislativa povoluje

jeji pouziti v koncentraci do 0,2 %. [2]
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2.2 Alkoholy a fenoly

Alkoholy jsou nearomatické hydroxylové derivaty uhlovodik, které mohou byt jednosytné
nebo vicesytné a mohou mit linedrni nebo rozvétveny fetézec. Fenoly obsahuji také
hydroxylovou skupinu, ta je vSak vdzana na benzenové jadro, jedna se tedy o aromatické
derivaty uhlovodikii. U fenolti bylo zjisténo, ze para substituce alkylového fetézce s Sesti
uhliky zvySuje antibakterialni aktivitu. Vyssi antibakterialni aktivita je rovn€z prokazana
u linearnich fetézcl nez u rozvétvenych se stejnym poctem uhlika. [4]

Na druhou stranu Park a kolektiv (2001) uvadi, Ze antibakterialni aktivita nezavisi na délce
para substituovaného fetézce. Antimikrobialni aktivitu zvySuje halogenace fenolu a nejvyssi
aktivita je dosazena, kdyz je alkylova skupina v poloze orto a halogen v poloze para.
Aktivitu zvySuje 1 nitro skupina, zatimco antibakteridlni aktivita klesa, pokud jsou
u bisfenolii kruhy spojeny skupinou CO, SO, CH. [4]

Mechanismus ucinku souvisi s denaturaci proteinit a naruSenim syntézy proteinti. Fenol
vyvolava indukovany stres, ktery ovlivituje reakci buiky na oxidacni stres, zasahuje do
metabolismu lipidl, aminokyselin, nukleotidii a do bunééné motility a bunééného déleni.
o-phenylphenol inhibuje syntézu peptidoglykanu inhibici syntézy lysinu u Staphylococcus
aureus, triclosan inhybuje enzymy biosyntézy mastnych kyselin u Mycobacterium spp.
Parabeny zase zplisobuji inhibici syntézy proteinii vcetné klicovych enzymi reakci
s volnymi aminokyselinami, déale se podileji na inhibici syntézy DNA a RNA, ovliviiyji
transport Zivin pfes membranu, interaguji s mechanosenzitivnimi kanély a u hub ovliviiuji

funkci mitochondrii. [4]

2.2.1 Benzyl alkohol (fenylmetanol)

@AOH

Obrazek 8 Benzyl alkohol (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Ptirozené se nachazi v ovoci, v €ajich a v esencialnich olejich. Vyrabi se synteticky reakci
benzylchloridu s hydroxidem sodnym. Vyuziva se jako rozpoustédlo i1 pro jiné konzervanty
a jako vonna a chutova latka. Benzyl alkohol je rozpustny ve vodé v koncentraci do 4 %. Je
nejaktivnéjsi proti G+ bakteriim a kvasinkdm a vykazuje i aktivitu proti plisnim. Inaktivuji

ho neionické latky a pH nad 7. Mize oxidovat na benzaldehyd, proto se doporucuje piidavat
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do smési antioxidanty. M4 také mirné anestetické ucinky. [7] V kosmetice je dle legislativy

EU povolen v koncentraci do 1 % a je uveden v seznamu alergenti. [2]

2.2.2  4-Isopropyl-m-kresol (o-Cymen-5-o0l)
OH

HsC

CH; CHj

Obrazek 9 4-Isopropyl-m-kresol (Upraveno z: www.sigmaaldrich.com)

Jedna se o derivat kresolu a ma podobnou strukturu jako thymol (sloZka éterickych olejl
s vysokou antibakteridlni aktivitou). Je rozpustny v alkoholech a glykolech a prodava se
v nich rozpustény a je Spatné rozpustny ve vodé. Pisobi hlavné proti kvasinkdm a plisnim.
Lze ho inaktivovat neionickymi latkami, je stabilni az do pH 11. [7] Legislativa umoziuje

jeho pouziti v kosmetice v koncentraci do 0,1 %. [2]

2.2.3 Parabeny

Parabeny jsou estery kyseliny para-hydroxybenzoové, které maji hydroxylovou skupinu na

¢tvrtém uhliku a alkylovou skupinu v poloze para.

@) OR

OH

Obrazek 10 Paraben (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Jednd se o metylparaben, etylparaben, propylparaben, isopropylparaben, butylparaben,
isobutylparaben a benzylparaben. Samotnd kyselina para-hydroxybenzoovd ma
antimikrobialni u¢inky do pH 6, soli kyseliny vykazuji aktivitu az do pH 8. [7] Vyhodou
parabent je, Ze jsou chemicky inertni, mélo toxické, levné, stabilni a i€inné. Nemaji barvu
ani zapach a jsou nejucinnéjsi pfi neutrdlnim pH. Pouzivaji se vétSinou v kombinacich

a kombinuji se 1 s jinymi konzervanty. Jsou to bilé krystalické latky. Antimikrobialni u¢inek



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

spociva podle typu parabenu v naruseni transportniho mechanismu membrany a nésledné
k omezeni funkce mitochondrii a vy€erpani bunééného ATP anebo k inhibici syntézy DNA
a RNA. Nejvétsich ucinki dosahuji parabeny proti G+ bakteriim a proti houbam. Proti
G- bakteriim je ucinnost omezena. Bézn¢ pouzivané parabeny vykazuji dobrou inhibici viici
E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger, Candida albicans a Staphylococcus
aureus. Co se tyka minimalni inhibi¢ni koncentrace, jednotlivé parabeny jsou méné¢ ucinné
oproti jinym konzervantim a je vyZzadovana vyssi koncentrace. Aktivita se 1i$i od druhu
parabenu a typu mikroorganismu. Jako ucinnéjsi se ukazaly kombinace vice parabent
o mensi koncentraci. Parabeny se kombinuji na zédklad€ pozadavku rozpustnosti, pozadované
doby trvanlivosti a spektru aktivity. S rostouci délkou fetézce roste antimikrobni ti¢inek, ale
sniZuje se rozpustnost ve vodé a zvysuje v alkoholu a v tucich. Isoparabeny nejsou viibec
rozpustné ve vod¢€ a benzylparaben je hiife rozpustny ve vodé i v propylenglykolu. Parabeny
jsou funkéni pouze ve vodné fazi, v olejové fazi nevykazuji zadnou aktivitu. Objevuji se
kombinace dvou az péti parabenl, Nejcastéji se pouzivd kombinace metylparaben a
etylparaben. [12]

Parabeny jsou inaktivovany slouc¢eninami s vodikovymi mustky, napt. polysorbaty, derivaty
celulozy, proteiny, lecitinem. Inaktivace je také ovlivnéna potadim ptfidavani do pfipravku
nebo zplsobem piipravy, naptiklad zahfivani v aniontové emulzi zvysi hydrolyzu na volnou
kyselinu. Pti degradaci mohou parabeny migrovat do tukové faze a tim pozbyvaji u¢innosti.
Pfiniz§im pH mohou zplsobit disociaci ionty Zeleza. Dale mohou byt parabeny absorbovany
polyetylenovymi nddobami.

V kosmetice se pouzivaji i soli parabent, u nichz hrozi riziko, Ze mohou ovlivnit stabilitu
emulze. V ramci EU jsou povoleny soli drasliku, vapniku, sodiku, hot¢iku. [7]

Parabeny jsou konzervanty hojné pouzivané v kosmetice, farmacii, v potravinarstvi a dlouho
byly povaZzovany za netoxické, nedrazdivé a bezpecné. Kosmetické studie byly zamé&feny
pouze na kozni drazdivost a prokazaly, ze u citlivych osob mohou parabeny vyvolat
dermatitidu a otoky a zarudnuti vi¢ek. Farmakologické studie vSak prokazaly moZnou
estrogenni aktivitu, za kterou je zodpovédny metabolit kyselina para-hydroxybenzoova.
Existuji hypotézy, Ze pii peroralnim podavani by se mohly parabeny podilet na karcinomu
prsu. Parabeny tedy v potravinach podléhaji omezenim. Piestoze nebyla prokazana
nebezpeCnost pouziti parabenii v antiperspirantech a deodorantech, zastanci teorie
nebezpecnosti tvrdi, ze pti holeni podpazi vznikaji drobna poranéni, a tedy i moznost vstupu
parabenti do téla, a Ze by se v téchto kosmetickych ptipravcich parabeny pouzivat nemély.

[13] Vramci EU 1 jednotlivych statli postupné doSlo k upravam a omezenim pouzivani
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parabent v kosmetice. Ve zpraveé Evropské komise z roku 2018 jsou uvedeny parabeny jako
latky, u kterych existuje podezieni naruSeni endokrinniho systému. Pfestoze SCCS
(Védecky vybor pro bezpecnost spotiebitelti) potvrdil bezpec¢nost pouzivani nékterych
parabent v kosmetice, nebylo vylouceno riziko pro lidské zdravi pii pouziti dalSich parabent
a celkove se s parabeny zachazi jako s latkami vzbuzujicimi obavy o lidské zdravi, které
podléhaji pripad od ptipadu regulaci. V soucasnosti se smi v EU pouzivat jednotlivé

parabeny a jejich soli v koncentraci do 0,4 % a ve smési do 0,8 %. [2]

2.2.4 Phenoxyethanol (2-Phenoxyethan-1-ol)

0]
HO/\/

Obrézek 11 Phenoxyethanol (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Phenoxyethanol je olejovitd kapalina s vini. Jedna se o produkt reakce ethylenoxidu
a fenolu. Vyuziti phenoxyethanolu je Sir$i, pouziva se i jako vonna fragrance s kvétinovym
aroma, pii syntéze chemickych barviv, jako repelent proti hmyzu, v technické kvalité pii
odstrafiovani natéri a ma anestetické ucinky. Jako konzervant se vyuzivd ve farmacii,
v kosmetice a u nékterych primyslovych vyrobkt. Jeho pouziti se odviji od Cistoty. Pro
kosmetické pouziti je rozhodujici hladina ¢istého fenolu, ktera by méla byt pod 0,1 %. Jako
dalsi necistota se vyskytuje diethylether a dalsi stopové produkty. Zajimavé je, Ze pii 5 %
obsahu ethyletheru vykazuje phenoxyethanol vyS$si antibakteridlni aktivitu nez pfi Cistoté
99 %. Phenoxyethanol je vyborné rozpoustédlo pro parabeny a dalsi konzervacni latky
a vzdy se pouziva v kombinaci s jinymi konzervanty. [7]

Phenoxyethanol je rozpustny ve vod¢é v koncentraci do 2,67 %. Je misitelny
s propylenglykolem a glycerinem. Ve srovnani s jinymi konzerva¢nimi latkami jsou jeho
ucinky slabsi. V systémech roztokl s anionickymi povrchové aktivnimi latkami musi byt
voda nasycena phenoxyethanolem, pfi nizké koncentraci by pisobil pro bakterie jako Zivna
puda. Nejaktivngjsi je proti G— bakteriim. [7] Nejvyssiho antimikrobialniho ucinku se da
dosahnout, pokud v emulzi pfevazuje lipofilni faze a vodna faze je v co nejmensim poméru.
Rozpusténim phenoxyethanolu ve vodné fazi se potom da docilit vyssi koncentrace a tim
1 vétSiho ucinku. Proti Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans

a Aspergillus brasiliensis je potieba alespoil 0,6 % koncentrace phenoxyethanolu ve vodné
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fazi. V emulzich O/V byl vii¢i phenoxyethanolu nejodolnéjsi Aspergillus brasiliensis,
a naopak nejcitliveéjsi Staphylococcus aureus. [14]

Inaktivaci phenoxyethanolu zpuasobuji vysoce ethoxylované slouceniny. Koncova
hydroxylova skupina podléha oxidaci a esterifikaci. Stabilni je do teploty 85 °C. Jeho
antimikrobni aktivita je mozna v rozmezi pH 3 az 10, coz je oproti ostatnim konzervantim
pomérné¢ Siroké rozmezi. [7] Vramci EU je povolen v kosmetickych piipravcich

v koncentraci do 1 %. [2]

2.2.5 Bifenyl-2-ol (o-Phenylphenol)

OH

Obrazek 12 Bifenyl-2-ol (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Bifenyl-2-0l se pouzivd kromé kosmetiky jako potravinarskd ptisada, pramyslova
a spotfebni dezinfekce a jako zeméd¢€lsky fungicid. Je nerozpustny ve vodé, ale sodna stil je
zcela rozpustna ve vodé. Sul ale nevykazuje antimikrobni ucinky, zatimco bifenyl-2-ol je
nejaktivnéjsi proti houbam. Inaktivuje ho fedéni, jinak se jedné o stabilni konzervant.

V konzervaci kosmetickych pfipravkll se pouziva v mensi mife, povolena koncentrace je

v EU do 0,2 %, stejné jako fenol.

2.3 Aldehydy

Aldehydy mohou reagovat s riznymi chemickymi substituenty (aminy, karboxyly, thioly,
hydroxyly, iminy a amidy) na biomolekuldch vcetné¢ proteinh a DNA. Proteiny
s formaldehydem tvoifi sitovéani, coz vede k agregaci proteinii a dochazi k nevratné

chemické modifikaci, ktera vede ke ztrat€ metabolickych schopnosti. [4]
2.3.1 Formaldehyd (methanal) a paraformaldehyd

/C\
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Obrézek 13 Formaldehyd (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)
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Formaldehyd je nejjednodussi aldehyd, ktery vznika oxidaci methanolu nebo reakei oxidu
uhelnatého s vodikem za ptitomnosti katalyzatoru. Formaldehyd je jedovaty plyn a reakci
s vodou vznika formalin (methylenglycol), ktery je stabilizovan methanolem, aby nedoslo
k polymeraci. Formalin je tedy 37 % roztok formaldehydu ve vodé a ten se pouZziva jako
konzervacni €inidlo. Paraformaldehyd je potom polymer formaldehydu s riznym stupném
polymerace, ktery ma konzistenci prasku. I kdyz se tedy uvadi jako konzervat formaldehyd,
ve skuteCnosti ptsobi jako konzervant methylenglykol, tedy formaldehyd rozpustény ve

vode. [7]

Formaldehyd je nejaktivnéjsi proti bakteriim, ale vykazuje i aktivitu proti plisnim. Inaktivuji
ho proteiny a zelatina. Je stabilni pfi pH 3-9. Je vysoce tékavy a mize se odpaiovat
z hotovych vyrobku. Ptipravky se nesmi kvuli t€kavosti zahtivat. MiZze reagovat s vonnymi

sloZzkami, amoniakem nebo kyselinou dehydrooctovou. [7]

Formaldehyd je obecné povazovan za silny alergen, ktery mtize vyvolat chronicky alergicky
ekzém. Bylo zjisténo, ze pouzivani kosmetiky, které obsahovalo nizké mnozstvi
formaldehydu, vedlo u lidi s alergiemi k dermatitidé (Hauksson a kol., 2016). Byla
zkoumdna souvislost mezi expozici formaldehydu a rozvojem akutni myeloidni leukémie
(Zhang a kol., 2010), ale podezieni nebylo jinymi studiemi potvrzeno. [15] V ramci EU je
formaldehyd a paraformaldehyd povolen v koncentraci 0,1 % v ptipravcich pro ustni
hygienu, v koncentraci 0,2 % v ostatnich ptipravcich a je zakézan v rozprasovacich. Piesto,
ze je formaldehyd povolen v piisluSnych koncentracich, pouziva se v kosmetice velmi

omezeng. [2]

2.4 Formaldehydové uvoliovace

Aby se minimalizovaly vedlejsi ucinky formaldehydu, pouZivaji se tzv. formaldehydoveé
uvolnovace neboli donory formaldehydu. Jsou to sloueniny, které pomalu uvolfuji
formaldehyd, napt. imidazolidinyl urea, diazolidinyl urea, hexeditin, DMDM hydantoin,
methenamin, quaternium-15 a bronopol. Rychlost uvoliiovani formaldehydu zavisi na
teploté, pH, dobé skladovani a slozeni produktu. [15] Uvoliovace formaldehydu pomalu
uvolnuji formaldehyd degradaci nebo rozkladem vyplyvajicich z podminek pouziti.
Antimikrobialni aktivita téchto konzervacnich latek pravdépodobné vyplyva z formaldehydu
uvolnéného hydrolyzou za pfitomnosti vody. Uvoliiovace formaldehydu jsou regulovany na
zaklad¢ obsahu uvoliiovani formaldehydu. Biocidni ucinek je zpiisoben stejné jako

u formaldehydu sitovanim proteini a také sitovanim DNA a RNA. Kierche a kolektiv
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(2010) prokazali, ze reaktivita nékterych uvoliiovacii s volnymi aminokyselinami nesouvisi
s uvoliovanim formaldehydu. Napt. antimikrobialni aktivitu bronidoxu a bronopolu
zpusobuje oxidace proteinového thiolu, kterd zapticifiuje inhibici enzymatickych aktivit

a nasledn¢ zastavuje mikrobidlni rast. [4]

2.4.1 Imidazolidinyl urea (1,1'-methylenbis{3-[ 4- (hydroxymethyl)-2,5-

dioxoimidazolidin-4-yl] mocovina}
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Obrazek 14 Imidazolodinyl urea (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Jednd se heterocyklickou substituovanou ureu, kterd se vyrabi reakci alantoinu
s formaldehydem. Vyuziva se jako konzervant v kosmetice a ve farmacii. Pouziva se ve
formé préasku, ktery je rozpustny ve vodé. Vykazuje antimikrobni ucinky proti G+ i G—
bakteriim a mens$i aktivitu vic¢i plisnim. Je synergickd s parabeny. Nejsou znamy
inaktivatory, pouze fedénim pozbyva ucinku. Je stabilni do pH 8,5, rozklada se pii vystaveni
emulgacnim teplotam vice jak ¢tyfi hodiny a zvySenim pH nad 9. Zpracovava se z roztoku

fedéném 50:50. [7] Legislativa povoluje pouziti v kosmetice do 0,6 % koncentrace. [2]

2.4.2 Diazolidinyl urea (1-[3,4-bis(hydroxymethyl)-2,5-dioxoimidazolidin-4-yl]-1,3-
bis(hydroxymethyl)urea)

Obrazek 15 Diazolidinyl urea (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Opét se jednd o heterocyklickou substituovanou ureu, ktera se vyrdbi reakci alantoinu
a formaldehydu, pomér vstupnich latek je vSak jiny. Je opét ve formé prasku, ktery je silné¢
hygroskopicky, je rozpustna ve vodé€, synergickéd s parabeny, ale vykazuje dvakrat vyssi

aktivitu proti vSem bakteriim nez imidazolidinyl urea. Mensi aktivitu vykazuje proti plisnim.
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Nejsou znamé inaktivatory, kromé fedéni. Je stabilni pti pH 2-9, pii 60 °C se rozklada
a nesmi byt vystavena déle nez hodinu teploté nad 75 °C. [7] Dle legislativy EU je mozné

pouziti v koncentraci do 0,5 %. [2]

2.4.3 DMDM hydantoin(1,3-Bis(hydroxymethyl)-5,5-dimethylimidazolidin-2,4-dion)

OH

NYO
e
d \—OH
Obrazek 16 DMDM hydantoin (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Jedna se o prasek, ktery se komercné prodava jako 55 % roztok ve vode€. Vznika reakci
methylenglykolu a dimethyloldimethylhydantoinu. Kromé kosmetiky se vyuziva jako
konzervant pro barvy, lepidla, roztoky polymeri atd. Je rozpustny ve vodé
a propylenglykolu. Vykazuje velmi dobrou aktivitu vici bakteriim, slabé proti plisnim. Je
stabilni piti pH 3-9 a pii teplotaich do 80 °C. Vykazuje niz§i aktivitu v pfitomnosti
hydrogensifi¢itani. [7] Dle legislativy EU je moZzné pouZiti v kosmetice do koncentrace

0,6 %. [2]

2.4.4 Methenamine (hexamethylentetramin) (1,3,5,7-tetrazatricyclo [3.3.1.1 37]
dekan)

e
N-|——N
LN/
Obrazek 17 Methenamine (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Jednd se o heterocyklickou slouceninu s klecovitou strukturou. Pfipravuje se reakci
formaldehydu a amoniaku. Prodava se jako prasek, ktery se dobie rozpousti ve vod¢. Je
aktivni proti vétSin¢ bakterii, inaktivuje ho pouze fedéni. Rozklada se v kyselém prostiedi.
Byl schvélen jako konzervant v kosmetice a potravinaistvi, pouziva se také jako 1écivo

k infekei mocovych cest. [7] V EU bylo schvaleno pouziti do koncentrace 0,15 %. [2]
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2.4.5 Quaternium-15 (methenamin-3-chlorallylchlorid)

N i~
N/

Obrazek 18 Quaternium 15 (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Jedna se o kvartérni amoniovou sil, ktera vyuziva jako konzervant v kosmetice a jako
antistatické ¢inidlo. Quaternium-15 je krémovy prasek se Stiplavym zapachem. Snadno se
rozpousti ve vod¢ a téméf se nerozpousti v mineralnim oleji. Pfipravuje se reakci hexaminu
s halogenovanych uhlovodikem. Je pomémé stabilni v pfitomnosti anionickych,
neionickych a kationickych latek a v pfitomnosti proteini a je stabilni v rozmezi pH 4-10,5.
Pti teploté nad 60 °C se rozkladé a pfi pozaru uvolituje toxické zplodiny. [15] Quaternium-
15 je tinné proti bakteriim a nejvyssi aktivitu vykazuje proti G— bakteriim. Proti houbam
vykazuje slabsi uc¢inky. [7] Kromé vyuziti jako kosmeticky konzervant se pouziva i ke
konzervaci lepidel, ptidava se do papiru, lepenky apod. [14] V EU je povolena koncentrace
v kosmetickych ptipravcich do 0,2 %. [2]

2.4.6 Bronopol (2-Brom-2-nitropropan-1,3-diol)

o
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Obrazek 22 Bronopol (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Bronopol se pfipravuje reakci nitromethanu s formaldehydem a potom bromem. Kromé
kosmetiky se pouziva v fad€ primyslovych aplikaci a také u peroralnich 1é¢iv. Bronopol je
z 28 % rozpustny ve vode, z 52 % v propyleglykolu, do urcité miry se rozpousti v esterech
mastnych kyselin a je nerozpustny v mineralnim oleji. Bronopol je U€¢inny proti bakteriim,
proti plisnim mé mensi uc¢inky. MiZe byt deaktivovan thioly a hlinikem. Reaguje s kyselinou
dehydrooctovou, s thiosiranem sodnym a disifi¢itanem sodnym. Rozklada se v alkalickém
prostiedi za vysSich teplot. Nemél by se pouzivat s aminy, protoze za urcitych podminek
muze fungovat jako katalyzator tvorby nitrosaminu. [7] Legislativa EU umoznuje jeho

pouziti do koncentrace 0,1 %, za podminky zabranéni vzniku nitrosoaminti. [2]
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2.5 Derivaty isothiazolinu

Antimikrobni aktivita derivata isothiazolinu je zpiisobena oxidacnim tc¢inkem na proteiny,
hlavné na thiolové skupiny cysteinovych zbytka. Tim dochazi k inhibici metabolismu

enzymu a k disfunkci strukturnich proteint v bunécné stén¢ a membrané. [4]

2.5.1 Methylisothiazolinone a methylchloroisothiazolinone (2-methyl-1,2-thiazol-
3(2H)-on), (5-chlor-2-methyl-1,2-thiazol-3(2H)-on)

0 0
E/(N—CH3 /f(/N_CHf*
5/ Cl S

Obrazek 19 Methylisothiazolinone, Obrazek 20 Methylchlorisothiazolinone

(Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Tyto dva konzervanty se pouzivaji ve smési. Methylchlorisothiazolinone se vyrabi chloraci
methylisothiazolinone a chlér vyrazné zvysuje aktivitu proti bakteriim a pridava aktivitu
proti plisnim a celkové je to vyborny Sirokospektry biocid s ufinkem proti vSem
mikroorganismiim. Jsou oba misitelné s vodou, s propylenglykolem, ale jsou nerozpustné
volejich. Mohou je inaktivovat bisulfidy, sekundarni aminy, silné¢ nukleofily,
hydrogensifi¢itany, kyselina stearova musi byt pted pfidanim neutralizovana. Jsou ve smési
stabilni do pH 9 a nem¢ly by byt zahfivany nad 50 °C. Dlouhodobé neni smés stabilni,
a proto se pouziva v kombinaci s jinymi konzervanty. Velmi casté je vyuZiti v Samponech
a v kondicionérech. [7] V ramci EU je povoleno pouziti smési do koncentrace 0,0015 %

v poméru 3:1 (MCL:MI). [2]

2.6 Halogenované slouc¢eniny

Ptidanim halogenu se stavaji konzervanty ucinnéjsi, zvysuje se aktivita vic¢i bakteriim
a pridava se aktivita proti plisnim. Mnoho halogenovanych slou¢enin je ve vodé Spatné

rozpustnych, coz komplikuje pfidavani do smési. [7]
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2.6.1 5-Brom-5-nitro-1,3-dioxan

Obrazek 21 5-brom-5-nitro-1,3-dioxan (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Ptipravuje se reakci formaldehydu s bronopolem. Prodava se bud’ jako ¢isty prasek nebo
v 10 % roztoku propylenglykolu nebo phenoxyethanolu. Je mirné rozpustny ve vodé (asi
0,4 %), ale dobfe rozpustny v alkoholech a glykolech. Je aktivni proti vSem
mikroorganismtim, hlavné proti houbam. Inaktivuji ho aminy, je nestabilni pod pH 5 a nad
teploty 50 °C. [7] Tento konzervant je pomérn¢ drazdivy a je v EU povolen pouze

v oplachovych ptipravcich v koncentraci do 0,1 %. [2]

2.6.2 Chloracetamide (2-chloroacetamide)

@)

1.
H,N

Obrazek 23 Chloracetamide ( Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Jedna se o chlorovany alifaticky amid. Piipravuje se reakci methylchloracetatu a roztoku
amoniaku. Pavodné se vyrabél jako herbicid a jeho vyuziti je kromé kosmetiky hlavné
v prumyslu. Prodava se bud’ jako Cisty prasSek nebo ve smési s benzoatem sodnym. Ve vodé
je rozpustny do 9 %. Je to Sirokospektry konzervant, ktery je pomérné stabilni, inaktivovan
muze byt nafedénim. Chloracetamid je uveden v pfiloze I smérnice EU o nebezpecnych
latkach. Je to potencialni alergen a muze drazdit o¢i a kazi. [7] V EU je povolen
v koncentraci do 0,3 % a na obalu musi byt uvedeno, Ze ptipravek obsahuje chloracetamid.

2]
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2.6.3 Chlorbutanol (1,1,1-trichlor-2-methylpropan-2-ol)

Cl
Cl
OH
C'%(
HsC CH,

Obrazek 24 Chlorbutanol (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Ptipravuje se piidanim chloroformu do acetonu za katalytického piisobeni praskového
hydroxidu draselného. Kromé kosmetiky se pouziva ve farmacii. Prodava se jako prasek. Je
rozpustny ve studené vod¢ do koncentrace 0,8 %, tepla voda rozpustnost zvySuje a nejlépe
jerozpustny v glycerinu a alkoholu. Nejvyssi aktivitu vykazuje proti G+ bakteriim a mirné;si
ucinek ma proti plisnim. Nejvhodnéjsi pH je do 4. Inaktivuji ho alkalie, neionické latky
a PVP a je nestabilni v PE obalu. V alkalickém prostfedi ve spojeni s teplem se rozlozi.
Pouziti chlorbutanolu je omezeno silnym kafrovym zépachem. [7] V EU se nesmi pouzivat
v rozpraSovacich, v ostatni kosmetice do 0,5 % a obal musi byt oznaten obsahem

chlorbutanolu. [2]

2.6.4 Chlorphenesin (3-(4-chlorfenoxy)-propan-1,2 diol

Obrazek 25 Chlorphenesin ( Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Jednd se o chlorovany aromaticky alkohol. Chlorphenesin je vyuZivan nejen jako
konzervant, ale také se pouziva ve farmacii k topické 1écb¢ plisni. Je Spatné rozpustny ve
vodé, dobfe rozpustny v glycerinu, acetonu a propylenglykolu. Nejaktivnéjsi je proti
plisnim, jinak je jako konzervant slabsi. Je stabilni do 45 °C. Inaktivuji ho polysorbaty. [7]

Legislativa EU ho povoluje jako konzervant do koncentrace 0,3 %. [2]

2.7 Kvartérni amoniové slouceniny (quaternia)

Jedna se o soli kvartérnich amoniovych kationtli. Na kladn€ nabitém dusiku jsou navazany
¢tyti alkylové skupiny. Tyto slouceniny patii mezi kationické povrchové aktivni latky. [17]

Jejich princip plisobeni spoc¢iva v destabilizaci lipidové dvojvrstvy plazmatické membrany
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bakterii nebo kvasinek a asociaci kladného naboje kvartérniho dusiku s hlavnimi polarnimi
skupinami fosfolipida, které jsou zdporné nabité. [4] Jsou nejucinngjsi proti grampozitivnim
bakteriim, ale inhibuji 1 dal$i mikroorganismy, vetné virti,, ptisobi dokonce na bakterialni
spory. Pouzivaji se jako dezinfekce, konzervanty, antistatickd a zmékcujici Cinidla. [17]
Nejvetsi aktivita proti G+ bakteriim byla pozorovana u fetézce C12—-C14 a proti G-
bakteriim u fetézce C14—C16. Alkylovy fetézec krat$i nez 4C a del$i nez 18C nevykazoval

zadnou aktivitu proti bakteriim. [4]
2.7.1 Benzalkonium chlorid (N-alkyl-N-benzyl-N,N-dimethylamoniumchlorid)

CHs

I + _
CH—N—R  Cl

CHs;

Obrazek 26 Benzalkonium chlorid (Upraveno z: www.tcichemicals.com)

Vyrabi se reakci aminu s R-alkyla¢nim ¢inidlem, obvykle se feté¢zec pohybuje mezi C12
a C16. Pouziva se jako dezinfek¢ni latka a jako konzervant. Je zcela rozpustny ve vodé.
Nejvyssi aktivitu vykazuje proti bakteriim, kromé rodu Pseudomonas, slabsi ucinky
vykazuje vi&i plisnim. Nejaktivnéjsi je pii pH vy3§im nez 6. Spatnou aktivitu vykazuje
v emulzich. Inaktivuji ho anionické latky, polysorbaty a lecitin, jinak je velmi stabilni. [7]
Legislativa povoluje jeho pouziti do koncentrace 0,1 % a nesmi se pouzivat u ptipravki,

které ptichazi do kontaktu s o€ima. [2]

2.8 Biguanidy

Biguanidy jsou slouceniny pouzivané nejen jako kosmetické konzervanty, ale n¢které typy
se vyuzivaji také jako antidiabetika. Antimikrobialni aktivitu zde zajiStuji rozvétvené

fetézce, lipofilni biguanidy vykazuji lepsi antimikrobni u¢inky. [4]
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2.8.1 Chlorhexidin (N,N-bis(4-chlorfenyl)-3,12-diimin-2,4,11,13-

tetraazatetradekanediamidine)

0 ¢

HN NH
HN.  »—NH HN—<  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Obrazek 27 Chlorhexidin (Upraveno z: www.cs.wikipedie.org)

Chemicky se jedna o kationicky biguanid. Vzhledem ke své struktufe je omezen¢ rozpustny.
Vyuziva se jako antiseptikum a konzervacéni ptisada. Podobné jako benzalkonium chlorid
dobfe piisobi proti bakteriim, krom¢ rodu Pseudomonas a slabsi je u€innost proti plisnim.
[7] Kladné nabity chlorhexidin se vdZe na zaporné nabitou bunécnou sténu a membranu
a narusuje jeji integritu. [4] Nejlépe funguje pii pH 5,5-6,5. Inaktivuji ho anionické latky
vcetné mydla. Pti vyssich teplotach je nestabilni. [7] Jeho nejvyssi povolena koncentrace

v EU je do 0,3 %. [2]

2.8.2 Polyaminopropyl biguanid

NH NH
NJ\NJ\N
H H H

n

Obrazek 28 Polyaminopropyl biguanid (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Chemicky se jednd o kationicky polymer. Pouziva se jako dezinfekéni prostiedek
v potravinaiském pramyslu, konzervuje roztoky na kontaktni ¢ocky a jeho vyuziti je
1 v kosmetice. Je rozpustny ve vodé, v alifatickych alkoholech a v glykolech. Nejlépe
ucinkuje proti bakteriim, méné proti plisnim. Inaktivuji ho anionické povrchové aktivni latky
a pH nad 8. Je stabilni do 80 °C. [7] V rdmci EU je mozné ho v kosmetice pouzivat do

koncentrace 0,1 %, nesmi se pouzivat u aplikaci, kde je mozn4 inhalace. [2]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

3 PRIRODNI KONZERVANTY

V soucasné dobé¢ je v kosmetickém primyslu snaha stale vice omezovat a ménit nafizeni,
tykajici se tradi¢nich syntetickych konzervantli a zaroven roste poptavka po pfirodni
kosmetice, kterd spliiuje néjaké certifikované standardy. Protoze oficidlné neni ptirodni
kosmetika v legislativé zatim zakotvena, pro certifikaci se vyuzivaji vramci Evropy
standardy Cosmos a certifikace v Ceské republice udéluje KEZ (Kontrola ekologického
zemédé€lstvi). Pro kosmetiku se jedna o certifikaty CPK (Certifikovana pfirodni kosmetika)
a BIO CPK. Ale i kdyz kosmetika nesplituje zadné certifikované standardy, piesto je
s ohledem na pfani spotiebitele vétsi snaha aplikovat do kosmetiky vice ptirodnich produkti.
Casto dochazi k vyuziti latek, které sice nejsou na seznamu legislativné povolenych
konzervantil, ale vyrobci je zatazuji do produktu jako latku s jinou funkei a pfipravek pak
mohou oznacit, Ze neobsahuje konzervacéni prisady. Kazdopadné obsah ptirodnich slozek
vcéetné ptirodnich konzervantii mé odezvu u spotiebitele a mé pozitivni marketingovy efekt,
1 kdyz je to mnohdy za cenu kratsi doby pouzitelnosti nebo zvlastnich podminek skladovani.
[7,18,19]

Ptirodni konzervanty mohou byt Setrnéjsi pro spotiebitele, ale Casto jsou potieba ve vétsich
koncentracich nez syntetické a mohou zptisobit u KP vyrazng€jsi aroma nebo barvu, coz mize

byt nékdy senzoricky nepftijatelné. [7]

3.1 Esencialni oleje

Esencialni oleje obsahuji fadu chemickych sloucenin, které vykazuji antimikrobni G¢inky.
Nejvétsi antimikrobidlni aktivitu vykazuji éterické oleje, které obsahuji vétsi podil nékterych
fenoll, aldehydl, a terpenickych alkoholii. U ketonli a esterli je tato aktivita vici
mikroorganismim niz$i. Bylo zjisténo, Ze komplexni esencialni olej vykazuje vyssi u€inek
nez jednotlivé slouceniny. Antimikrobidlni slou€eniny v éterickych olejich inhibuji rist
mikroorganismli nebo vedou k jejich smrti. Mechanismus ucinku spociva v interakci
sloucenin esencialnich olejii s bunécnou sténou a s bunéénou membranou a naruseni jeji
integrity a nasledné bunéénych pochodi. Esencialni oleje nejsou na seznamu konzervant
ptilohy V natizeni 1223/2009 EU, ale pouzivaji se v kosmetice jako uc¢inné latky a zaroven
dodavaji ptipravkiim viini. Antimikrobni vlastnosti maji vSechny éterické oleje, lisi se pouze
v intenzité U¢inku. Mezi esencialni oleje, které se pouZzivaji hlavné pro antimikrobni efekt,
patii esencialni oleje tymian obecny, tea tree oil, rozmaryn Iékaisky, matetidouska obecna,

oregano, levandule 1ékatska, hiebicek a fada dalSich. Silny antimikrobni u¢inek vykazuje
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velké mnozstvi sloucenin, napt. thymol, karvakrol, phenylpropen, eugenol, cymen, pinen,
benzylaldehyd, citral, farnesol a mnoho dalsich. Bézn¢ se v kosmetice, ale i v potravinafstvi
a ve spotiebni chemii pouzivaji nejen komplexni esencialni oleje, ale i jednotlivé slozky
esencialnich olejt, at’ uz z ditvodu konzervace nebo viing. [20, 21] Do kosmetiky se ptidavaji
esencialni oleje dle doporuceni vyrobcil v koncentraci 0,5-5 %, podle typu pouziti. [22]
U vétsiny esencialnich oleji se uvadi, ze pti pouziti do koncentrace 4 %, je nutno pouzit
jeste dalsi konzervant. Nutno podotknout, Ze jelikoz se jednd o pfirodni latky, jejich

chemické slozeni je proménlivé a proménlive jsou i vlastnosti téchto produkti. [7]
3.2 DalSi konzervanty prirodniho ptivodu

3.2.1 Kyselina kaprylhydroxymova (N-hydroxy octanamid)

O

OH
~

M
H

Obrazek 29 Kyselina kaprylhydroxymova (Upraveno z: www.m.chemicalbook.com)

Jedna se o aminokyselinu ziskanou z kokosového oleje. Tato kyselina je pfi pouziti jako
konzervant pomérné nova. Na rozdil od ostatnich vykazuje aktivitu bez ohledu na pH, a to
hlavn¢ proti plisnim. Je rozpustna ve vode, v glykolech a v glycerinu, proto je vhodné do
vodné faze. Je stabilni kromé vysokych teplot a aktivitu snizuji ionty Zeleza. Casto se
pouzivéa v kombinaci s glykoly pro zlepsSeni konzerva¢niho ucinku. V ramci legislativy EU

neni nijak omezena, neni ani v pozitivnich seznamech, ani neni zakazana. [7]

3.2.2 Pentylene glycol (natural) (1,2 Pentadiol)

OH

HsC

Obrazek 30 Pentylene glycol (Upraveno z: www.wikidata.org)

Vyrabi se z cukrové titiny a kukufice a ma certifikaci Ecocert a Cosmos. V kosmetice se
pouziva jako humektant, ale vykazuje také Uc¢inky vii¢i mikroorganismiim. Pouziva se

v koncentraci 3-5 % a od 5 % ve vodni fazi mad konzervacni Gc¢inky. [23] Ve smési si
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zachovava vlastnosti humektacniho a emolia¢niho ¢inidla a je mozné ho kombinovat
s ptirodnim fenylpropanolem. Jako konzervant je U¢inny jiz mezi 1-3 % koncentrace.

Antimikrobni Gc¢inek je pfevazné nezavisly na hodnoté pH. [24]
3.2.3 Monoacylglyceroly

jj)\ OH

R™ O
OH

Obrazek 31 2-monoacylglycerol (Upraveno z: www.en.wikipedie.org)

Monoacylglyceroly jsou pfirozen¢ se vyskytujici latky u nichZ byl prokadzan antimikrobni
ucinek a jako alternativa k chemickym konzervantim se vyuZivaji v potravinarstvi
1 vkosmetice. Z monoacylglyceroli vykazovaly nejvyssi ucCinnost vici bakteriim

monoacylglyceroly kyseliny kaprynové, undekanové a laurové. [25,26]
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4 MOZNOSTI SNIiZENIi MNOZSTVI KONZERVANTU
V KOSMETICKYCH PRODUKTECH

4.1 Vodni aktivita

Vodni aktivita je jeden ze zasadnich faktort, ktery ovliviiuje riist mikroorganismt. Rust
neovliviluje celkovy obsah vlhkosti, ale voda, kterd je v ptipravku dostupné. Aktivita vody
se da definovat jako pomér tlaku vodni pary produktu k tlaku par ¢isté vody pfi stejné teplote.
Cim je roztok koncentrovangjsi, tim je nizsi tlak par a niz$i aktivita vody. Nizsi aktivita vody
pusobi snizeni turgoru v bunce, coz ma za nasledek pomalejsi st az smrt bunky. VétSina
bakterii vyzaduje aktivitu vody nad 0,90, Staphylococus aureus vystaciis 0,86, pro kvasinky

je dostacujici vodni aktivita nad 0,70 a pro plisné€ nad 0,60. [27]

Studie, ktera se zabyvala vlivem obsahu glykolu a glycerinu na vodni aktivitu prokéazala, ze

¢im je v kosmetickém produktu vétsi obsah humektantii, tim nizsi je jeho vodni aktivita. [28]

4.2 Vyuziti synergie konzervacnich latek a dalSich sloucenin

Studie prokazaly, ze n€které kombinace konzervantii piisobi synergicky a k potlaceni ristu
mikroorganismu je v téchto kombinacich potfeba daleko mensi koncentrace konzervantl nez
pifi  samostatném pouziti. Naptiiklad bylo prokdzédno, Ze diazolidinyl urea,
methylchloroisothiazolinone/methylisothiazolinone a methylisothiazolinone, které vykazuji
pomérné znacné iritacni plsobeni, vykazuji v kombinaci s phenoxyethanolem inhibi¢ni

ucinek viici mikroorganismiim pii 10 az 20krat niz8i koncentraci neZ samostatné. [29]

Déle bylo prokazano, ze smés nékterych ptirodnich latek, které nejsou registrované jako
konzervanty, mize synergickym pusobenim zcela nahradit klasické chemické konzervanty
a jejich Ucinnost je srovnatelnd. Tato antimikrobni vlastnost byla vyuZita u multifunkéni
pfisady Dermosoft LP, ktera obsahuje caprylyl glykol, glycerin, glyceryl caprylate
a  phenylpropanol  (phenylpropanol v  kapitole 3.2.2 uveden v kombinaci
s pentylenglykolem). Dermosoft se pouzivda v emulzich jako smacedlo, parfemace

a konzervant. [30]
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METODY HODNOCENI UCINKU KONZERVACNICH PRISAD

Jak jiz bylo uvedeno v predchozich kapitolach, kosmetické piipravky se ve vétsSing pripada
neobejdou bez konzervacnich ptisad a vybér téchto konzervantli je potom ovlivnén vice
faktory, o kterych jiz také bylo psdno. Kromé& zohlednéni faktori, které potom vedou
k vybéru konzervantl a k jejich kombinacim, je nutné také posoudit u¢innost téchto ptisad
vuci jednotlivym mikroorganismtiim, u kterych je piedpoklad vyskytu v kosmetickém
produktu. Kromé toho, ze mame legislativou schvalené maximalni povolené koncentrace
téchto slozek, tak aby neohrozovaly zdravi spotiebitele, pomoci riznych metod je potieba
také vyhodnotit jejich efektivitu. [31]

Efektivita konzervacni ptisady se odviji od jeji schopnosti inhibovat bunécné pochody
mikroorganismi, které spocivaji nejcastéji v naruseni integrity bunééné membrany nebo
v denaturaci bunéénych proteinti. Urcité koncentrace konzervantu vi¢i mikroorganismiim
nemusi byt pokazdé stejné¢ efektivni, protoze jednak muze dochazet ke zménam
v kosmetickém produktu, napt. zména pH, kterd umozni rist mikroorganismii, nebo muize
dojit k adaptaci mikroorganismu na kosmeticky produkt a jeho systém konzervace.
Napriklad bylo zjisténo, ze nckteré druhy rodu Pseudomonas vyvijeji rezistenci vaci
parabeniim a benzalkoniumchloridu. [31] U vyrobki, které byly stazeny z prodeje kvtli
mikrobialni kontaminaci se nej€astéji objevuji rody Staphylococcus, Pseudomonas, Bacillus
adruh E. Coli. [32]

Proto je nutné tyto systémy opakovan¢ kontrolovat a hodnotit, aby se ptedeslo pozd¢jsi
kontaminaci a naslednému stahovani pfipravku z prodeje nebo k ohroZeni zdravi
spottebitele. [31]

Antimikrobidlni ochrana KP a tcinnost pouzitych konzervaénich ptisad se testuje podle
normy CSN EN ISO 11930, ktera byla novelizovana v roce 2019. Norma obsahuje metodiku
testovani. Princip spociva v pomnozeni mikroorganismi v neselektivnim médiu, déale se
provadi identifikace a izolace mikroorganismi. Hodnoceni Uc¢innosti se potom provadi
inokulaci KP kalibrovanym inokulem a mnoZstvi pifeZivajicich organismii se hodnoti
v intervalech v pribéhu 28 dna. [33]

Utinnost jednotlivych konzervantt, piipadné smési na jednotlivé mikroorganismy je mozné
testovat difiznimi metodami nebo metodou dilucni, kde se stanovuje minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), pfipadné minimalni baktericidni nebo fungicidni koncentrace (MBC),

(MFC). [32,34,35]
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5.1 Diskova difuzni metoda a modifikovana difuzni metoda

Difuzni metody se pouzivaji se pro zjiSténi citlivosti rychle rostoucich nenaro¢nych
a n¢kterych narocnych bakterii. Diskova difizni metoda a jeji modifikovana varianta jsou
zalozeny na difuzi roztoku o urcité koncentraci konzervantu na agarové plotné s cilovym
mikroorganismem. Diftzni koeficient antimikrobni latky je ovlivnén jeji molekulovou
hmotnosti, iontovym nébojem, rozpustnosti ve vodé, viskozitou a vyskou agaru
a kultivacnimi podminkami. Difazni diskova metoda je jedna z nejstarSich metod, ktera se
pouziva ke zjisténi citlivosti mikroorganisml na antibiotika a konzervacni latky. Metoda je
jednoduchéd a proveditelnd s minimalnim laboratornim vybavenim a je standardizovana
u EUCAST (Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti). Vyhodou metody je
flexibilni zména spektra testovanych latek, nevyhodou je casova narocnost a Ze se nejedna

o kvantitativni metodu. [34,35,37,38,39]

5.2 Diluéni metoda

Diluéni metoda spociva v ptimichani riiznych koncentraci konzervantu do zivného média
inokulovaného cilovym mikroorganismem a ve stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC), tedy stanoveni koncentrace konzervantu, ptipadné antibiotika, pfi které po inkubaci
nedojde k viditelnému nartstu mikroorganismil. U dilu¢ni metody se jako médium vyuzZiva
agar nebo bujon. Obvykle se pouziva 12-15 koncentraci konzervantu tedénych
geometrickou fadou. Pti pouziti agaru se jako MIC stanovi agarova plotna s koncentraci, u
které¢ nedoSlo k viditelnému narGstu mikroorganismi. Vyhodou pouziti agaru je vysoka
standardizovanost, 1ze sni testovat velky soubor bakteridlnich kmenli a ve srovnani
s mikrodilu¢ni metodou Ize 1€pe odhalit bakteridlni kontaminaci. Nevyhoda metody je, ze je
Casove a ekonomicky naro¢nd a pracna. [34,36,38,40]

Bujon lze pouzit bud’ ve zkumavkach nebo na mikrotitracni desticce, coZ se nazyva
mikrodilu¢ni metoda. Jako MIC konzervantu se stanovi prvni zkumavka nebo jamka s ¢irym
médiem. Zékal je moZné vyhodnotit i spektrofotometricky, zméfenim hodnot absorbance.
Vyhodou mikrodiluéni metody je vysoké shoda s vysledky pii pouziti agaru, dale snadna
pfiprava, jednoduché provedeni a automatizace odecitani vysledkd. Proto je tato metoda
v soucasnosti upiednostiiovana. Mezi nevyhody patii neschopnost detekce kontaminace.

[38,40,41,42,43]
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5.3 Zhodnoceni metod

Vyse uvedené metody jsou hojné pouzivané ve farmacii, v kosmetice, potravinaistvi a
v dalSich odvétvich, kde je potfeba inhibovat riist mikroorganismii a daji se aplikovat i na
testovani antimikrobni uc¢innosti dalSich latek, tedy nejen antibiotik a konzervantt, které
maji prokazané antimikrobni vlastnosti, ale do pfipravkt se pridavaji kvili jinym
vlastnostem. Ob¢ metody se vzajemné dopliuji, difizni metoda je metoda kvalitativni, jejim
cilem je prokazat, zda je mikroorganismus vuci antimikrobni latce citlivy, ¢i nikoliv.

Dilu¢ni metoda je metoda kvantitativni, stanovi tedy pfesnou hodnotu koncentrace, ktera
inhibuje mikroorganismus. K ziskéni kvalitnich dat je vhodné tyto metody i s rtiznymi
obménami kombinovat a docilit tak pouzivani G€innych koncentraci konzervacnich latek,

popiipad¢ jejich kombinaci. [35,36,38]
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CIiL PRACE

Cilem diplomov¢é prace v teoretické ¢asti bylo popsat roli konzervant v kosmetice a uvést
jejich zakladni typy a mechanismus jejich ucinku. V praktické ¢asti potom zhodnotit
ucinnost péti typologicky odlisnych konzervacnich ¢inidel, ktera jsou legislativou povolena,
proti ¢tyfem riznym typtim patogend, které se v kosmetickych ptipravcich Casto vyskytuji.

Dil¢im cilem bylo stanoveni u¢innosti ve vztahu k nejvyssi povolené koncentraci.

Pro naplnéni cilti bylo zvoleno pét konzervanti, tak aby byly zastoupeny riizné kategorie,
organickd kyselina (kyselina citronovd), donor formaldehydu (bronopol), fenolova
sloucenina (phenoxyethanol), kvarterni amoniova sloucenina (benzalkonium chlorid)
a esencialni olej tymian. Vzhledem k pouZité metodice byly konzervanty voleny 1 s ohledem

na jejich rozpustnost ve vode.

Aby bylo mozné vyhodnotit G€innost konzervanti vici vybranym mikroorganismtiim, bézné
se v KP vyskytujicich, byla pouzita diskova difizni metoda, modifikovana difuzni metoda

a dilu¢ni metoda stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). [35,36,37]
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II. PRAKTICKA CAST
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7 MATERIAL A METODIKA

7.1 Vzorky konzervantii

e Vzoreké¢.1

Obchodni nazev: Benzalkonium chlorid
Vyrobce: Sigma Aldrich s.r.o.
Popis: Zluta az bilda pevna nebo polotuha latka. Rozpousti se 1 g v 10 ml horké vody.

Pouziti: Pouziva se jako konzervacni ¢inidlo ve spotiebni chemii a kosmetice.
e Vzorek¢.2

Obchodni nazev: 2-Brom-2-nitro-1,3-propandiol 98 % (Bronopol)
Vyrobce: Sigma Aldrich s.r.o.

Popis: Bily bezvody prasek. Rozpousti se 100 mg na 1 ml vody.
Pouziti: Pouziva se jako konzervant ve spotiebni chemii a kosmetice.

e Vzorek¢.3

Obchodni nazev: Phenoxyethanol

Vyrobce: M+H, Mica a Harasta s.r.o.

Popis: Olejovita, lehce lepiva kapalina s kvétinovym aroma.

Pouziti: PouZiva se jako konzervant kosmetiky, ve spotiebni chemii a v primyslu jako
odstraniovac natéru.

e Vzorek¢. 4

Obchodni nazev: Citrid acid

Vyrobce: VWR International s.t.0.

Popis: Bezvody bily prasek, rozpustny ve vode¢.

Pouziti: V pouZivd se v potravinaistvi a kosmetice jako konzervant, ochucovadlo,
antioxidant, ke snizeni pH a ma vyuziti i ve farmacii.

e Vzorek ¢. 5

Obchodni nazev: Tymianova silice

Vyrobce: Biomedica s.r.0.

Popis: Esencialni olej ziskany parni destilaci, siln€ koncentrovana, tmav¢ Zlutd az oranzova
kapalina s obsahem thymolu 50—60 %, ma siln¢ kofenénou vini a je ve vod¢ nerozpustna.
Pouziti: V kosmetice, ve spotiebni chemii a farmacii jako aroma, antimikrobni slozka

a ucinna latka.
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7.2 Mikroorganismy

Mikroorganismy byly potizeny z Ceské sbirky mikroorganismi. Byly zvoleny s ohledem na

pouzité metody a jsou to mikroorganismy, které se v KP Casto vyskytuji.
e Staphylococcus aureus CCM 4516

Grampozitivni kok kmene Firmicutes, ktery se ¢asto vyskytuje na kazi a sliznicich. Je to
fakultativni anaerob, ktery zplsobuje mirné az té¢zké zanéty a je nebezpecny produkci
enterotoxind, které napadaji a nic¢i tkan.

e FEscherichia coli CCM 4517

Gramnegativni, fakultativné anaerobni ty¢inka kmene Proteobacteria, kterd bézné Zije na
sliznici stfeva. Jedna se koliformni bakterii, kterd je ukazatelem fekalniho znecisténi. Pti
vyskytu jinde nez ve stieve, zptisobuje onemocnéni.

o Aspergillus brasiliensis CCM 8222

Plisen pattici do oddéleni Ascomycota, bezné se vyskytuje v piide€, na potravinach, na ovoci
a zelening. Pti vdechnuti véts§tho mnozstvi spor miize zptisobit aspergilozu.

e Candida albicans CCM 8215

Kvasinka z odd¢leni Ascomycota, bézn¢ se vyskytuje na sliznicich a je to podminény

patogen. Pti oslabené imunité miiZze zplisobit kadidozu.

7.3 Pudy a chemikalie

e Soyabean Casein Digest Agar (Tryptone Soya Agar) — vyrobce Himedia s.r.o.

Kultivaéni médium o pH 7,3, obsahuje agar 15 g/l, peptidovou smés trypton 15 g/, séjovy
pepton 5 g/l a chlorid sodny 5 g/l. Je vhodny pro kultivaci nutri¢éné nenaro¢nych bakterii.

e Mueller-Hinton Agar — vyrobce Himedia s.r.0.

Mikrobilogické riistové médium, které obsahuje agar 17 g/l, hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l,
hovézi extrakt 2 g a Skrob 1,5 g/l a ma neutralni pH. Je vhodné pro testovani citlivosti na
antibiotika, konkrétné pro diskovou metodu, protoze Skrob absorbuje toxiny uvolnéné
z bakterii, které by mohly ovlivnit t¢inek antimikrobnich latek.

e Mueller-Hinton bujon — vyrobce Himedia s.r.o.

Tekuté médium s obsahem hydrolyzatu kaseinu 17,5 g/l, hovéziho extraktu 2 g/l a Skrobu
1,5 g/l vhodné pro kultivaci bakterii, stejn¢ jako u agaru, Skrob zde pohlcuje toxiny bakterii.

Vhodny pro stanoveni MIC bakterii.
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e Agar powder — vyrobce Himedia s.r.o.

Zékladni médium s obsahem agarového prasku k vytvoteni kaSovitého agaru — slurry agar.

o Tween-20 (Polysorbat 20) — vyrobce Himedia s.r.0.

Chemickym ndzvem polyoxyethylenesorbitan monolaurate, pouziva se jako detergent
a emulgator v laboratorni a farmaceutické praxi.

e Chlorid sodny — vyrobce Himedia s.r.o

K ptipravé fyziologického roztoku (0,9 % NaCl)

7.4 Pouzité metody
e Diskova difizni metoda
e Modifikovana difizni metoda s jamkami v agaru

e Dilu¢ni metoda za pouziti agaru

7.5 Pristroje a zarizeni
e Inkubator Memmert INB 400 53 I
e Laminarni box 1200 Alpina
e Pfistroj na méfeni inhibi¢nich zén Scan 500
e Laboratorni vdhy Denver Instrument SI-4002
e Analytické vahy Denver Instrument SI-64 A
e Fotometr na méfeni zakalu suspenze DEN-1 B McFarland Densitometer

e Vortex V-1 plus, BIOSAN

7.6 Pomiicky

e Petriho misky, zkumavky, mikrozkumavky Eppendorf, klicky, kahan, automatické
pipety, pipetovaci Spicky, pinzety, disky =z filtraniho papiru, vata, kadinky,
dérovacka, hokejky, korkovrt.
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7.7 Diskova difuzni metoda

7.7.1 Princip metody

Princip metody spocival v difizi roztoku konzervacni latky o riznych koncentracich na
agarové plotné a k potlaceni ristu mikroorganismt, tedy k vytvofeni inhibi¢ni zony. Na
pfedem pfipravené agarové plotny se vhodnou zivnou plidou byla nanesena suspenze
mikroorganismil o pozadovaném stupni zékalu a po zaschnuti suspenze byly aplikovany na
povrch ploten papirové disky napusténé roztokem konzervantu o riiznych koncentracich.
Ihned po aplikaci diskii napusténych konzervantem zacala probihat difize molekul
konzervantu do agaru a doslo k vytvoreni dynamicky se méniciho gradientu koncentrace.
Kazd4 koncentrace na kazdy mikroorganismus byla provedena tiikrat a vysledky byly
primérovany. Agarové plotny byly inkubovany pfi riizné teploté a riznou dobu podle druhu
mikroorganismu. Po stanovené dobé se na zakladé ucinnosti piislusné koncentrace
konzervanti vytvofila nebo naopak nevytvotila kolem papirovych diski tzv. inhibi¢ni zona,
tedy oblast, ve které konzervant potlacil mikrobidlni rast. Tato zona byla potom méfena

a podle velikosti této zony byla vyhodnocena ti¢innost konzervantu. [35,37,38,39,40]
7.7.2 Pracovni postup
Difuizni diskova metoda byla provedena podle standardu EUCAST. [35]

Piiprava agarovych ploten

Dle navodu bylo pfipraveno 180 agarovych ploten z Mueller-Hintonova agaru. Pro kazdy

mikroorganismus 45 ploten (3 koncentrace pro 5 konzervantti, kazdy test ve 3 provedenich).

Vyska agaru na plotnach byla pfiblizné 4 mm, povrch byl osuseny, bez kapek vody.
Piiprava inokula

Pro diftizni diskovou metodu byly pouzity mikroorganismy E. coli, Staphylococcus aureus,

Candida albicans a Aspergillus brasiliensis. Pro ptipravu inokula byly bakterie a kvasinky

kultivovany pted testem 24 hodin a pliseit 96 hodin. Mikrobidlni kultury byly odebrany

klickou z plotny, vloZeny do fyziologického roztoku, na vortexu promichany a potom doslo

k upravé suspenze tak, aby byla na fotometru namétena hodnota 0,5 McFarlandova zakalu.
Piiprava roztoki konzervanti a diski

Postupnym fedénim a vypoctem pomoci sméSovaci rovnice byly pfipraveny roztoky vSech

vybranych vzorki konzervantl o potfebné koncentraci, viz Tabulka 1. U tymidnové silice
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byla pouzita nejnizsi vyrobcem doporucovand koncentrace, protoze nepodléha legislativé
o konzervantech a nema nejvyssi povolenou koncentraci. U silice byl pouzit jako emulgéator
Tween 20 v koncentraci 0,5 %.

Papirové disky byly vyrazeny dérovackou z filtracniho papiru a pinzetou jeden po druhém
vlozeny do pfipravenych roztoki, kde byly minimaln¢ 10 min, aby se dostatecné nasakly

roztokem.

Tabulka 1 Ptiprava roztoki riznych koncentraci u diskové difizni metody

Koncentrace
Konzervant Desetinasobek Dvojnasobek Nejvyssi povolena
Benzalkonium chlorid 1,0 % 0,2 % 0,1%
Bronopol 1,0 % 0,2 % 0,1%
Phenoxyethanol 10,0 % 2,0 % 1,0 %
Kyselina citronova 2,0 % 0,4 % 0,2 %
Tymianova silice 5,0 % 1,0 % 0,5 %

Inokulace agarovych ploten

Na plotny, které byly temperovany na laboratorni teplotu, byla vatovym tamponem nanesena
pripravena suspenze mikroorganismii, a to nékolika sméry, tak aby byla rovhomérné pokryta
celd plocha plotny. Suspenze kazdého mikroorganismu byla nanesena na 45 agarovych

ploten a plotny byly fadn¢ oznaceny podle druhu mikroorganismu.
Aplikace diski s konzervantem

Po zaschnuti mikrobidlni suspenze byly na kazdou plotnu naneseny pinzetou 3 papirové
disky o priméru 6 mm s 3 riznymi koncentracemi jednotlivych konzervanti dle Tabulky 1.
Tato aplikace diskli by méla v idealnim piipad€ nastat do 15 min po zaschnuti suspenze,
z diivodu vétsitho mnoZstvi agarovych ploten tato ¢innost trvala do 60 minut. Misky byly

oznaceny symbolem podle druhu a koncentrace konzervantu.
Inkubace

Ihned po aplikaci diskl byly misky vloZeny do inkubatoru dnem dold, vzdy tak, aby na né

mohla rovnomérné plisobit teplota. Doba inkubace a teplota byly zvoleny riizné podle druhu
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mikroorganismu.

Bakterie — 24 hod pti 35 °C
Kvasinky — 24 hod pii 30 °C
Plisn¢ — 48 hod pii 25 °C

Méieni inhibi¢nich z6n
Po inkubaci byly agarové plotny vlozeny do pfistroje Scan 500 a byly méteny inhibi¢ni zony
kolem papirovych diskii a hodnoty byly zaznamenany. Ze tii méfeni byla spocitana
praimérna hodnota a smérodatnd odchylka a priméry tifi koncentraci u kazdého

mikroorganismu byly zpracovany do tabulek a grafu.
7.8 Modifikovana difuzni metoda

7.8.1 Princip metody

U modifikované difizni metody byl princip stejny, jako u diskové difizni metody, tedy
difuze roztoku o urcité koncentraci konzervantu na agarové plotn¢ s mikroorganismem.
Provedent se lisilo v tom, Ze mikrobidlni suspenze nebyla roztirana na agarovou plotnu, ale
byla ptfimichana do agaru a ponechdna ztuhnout. Poté byly na plotnidch vytvofeny
korkovrtem jamky do agaru a ty byly vyplnény smési roztoku konzervantu a slurry agaru.
Plotny byly stejné jako u diskové metody dany ke kultivaci, doba a teplota byla uréena typem
mikroorganismu. Inhibi¢ni zény byly vyhodnoceny stejnym zplisobem jako u diskové

metody. [38]
7.8.2 Pracovni postup
Metoda byla inspirovana diplomovou praci [37] a byla upravena pro potieby laboratofe.

Piiprava inokula

Bylo pfipraveno inokulum ze stejnych mikroorganismi a stejnym zptisobem jako u diskové
metody.

Priprava agarovych ploten

Podle navodu byl ptfipraven Mueller-Hinton agar v mnozstvi na 120 ploten, pro kazdy
mikroorganismus 30 ploten (na 5 konzervanti o 2 koncentracich a kazdy test ve 3
provedenich). Do kazdé Ctvrtiny agaru byla pfimichana bakteridlni suspenze od kazdého

mikroorganismu v mnozstvi 1 ml na 1 agarovou plotnu a agar byl nalit na Petriho misky
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a ponechan ztuhnout. Misky byly fadn€ oznaceny a po ztuhnuti byly vytvoteny do kazdé

plotny korkovrtem dvé jamky o priméru 9 mm.
Priprava roztoku se slurry agarem

Z roztoku konzervantli o nejvyssi povolené koncentraci byly pfipraveny pracovni roztoky,
které obsahovaly 20 % slurry agaru a vznikly koncentrace konzervanti uvedené v Tabulce

2.

Tabulka 2 Ptiprava roztoki o potiebnych koncentracich pro modifikovanou difuzni metodu

Konzervant Koncentrace

Nejvyssi povolena konc. BéZné pouzivana konc.
Benzalkonium chlorid 0,10 % 0,02 %
Bronopol 0,10 % 0,02 %
Phenoxyethanol 1,00 % 0,40 %
Kyselina citronova 0,20 % 0,10 %
Thymianova silice 0,50 % 0,10 %

Naneseni roztoku konzervantu na agarové plotny a inkubace

Plotny byly temperovany pfi laboratorni teploté a smés roztoku konzervantu a slurry agaru
byla napipetovana do vytvofenych jamek v agaru, misky byly vloZeny dnem doli do

inkubatoru. Inkubace probéhla za stejnych podminek jako u diskové metody.

Méreni a hodnoceni inhibi¢nich z6n
Stejné jako u diskové metody byly po inkubaci agarové plotny vloZeny do pfistroje Scan 500
a byly méfeny inhibi¢ni zény kolem vyplnénych jamek vagaru a hodnoty byly
zaznamenany. Ze tfi méfeni byla spocCitdna primérna hodnota a smérodatnd odchylka

a pruméry dvou koncentraci u kazdého mikroorganismu byly zpracovany do tabulek a graft.
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7.9 Diluéni metoda

7.9.1 Princip metody

Principem této metody bylo stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), tj. nejnizsi
koncentrace konzervantu, kterd inhibuje viditelny rist mikroorganismi. MIC se obvykle
uvadi v mg/ml, ptipadné v pg/ml [38]

Metody byla aplikovana za pouziti agaru, kdy byly pfimichdny roztoky s konzervantem
o ur¢ité koncentraci do bakterialni suspenze o hodnoté zakalu 5.10° CFU/ml a po inkubaci
byly smési rozetfeny na agarové plotny. Agarové plotny byly poté ponechany v inkubatoru
po urcitou dobu pti vhodné teploté. Poté byla vyhodnocena koncentrace, pii které nedoslo

k viditelnému naristu mikroorganismu. [38,41,42, 43,44]

7.9.2 Pracovni postup

U dilu¢ni metody byly pouzity bakterie E. coli a Staphylococcus aureus a dilu¢ni metoda

byla provedena dle ¢lanku [43].
Priprava agarovych ploten

Podle navodu byly pfipraveny agarové plotny z TSA agaru v poctu 240 ploten, pro kazdy

mikroorganismus 120 ploten.
Priprava zasobnich roztoku a bakterialni suspenze

Zasobni roztok byl pfipraven v koncentraci 128 g konzervantu na 1 ml MHB (Mueller-
Hinton bujén). Ze zadkladniho zésobniho roztoku byly pfipraveny zasobni roztoky viz

Tabulka 3.

Tabulka 3 Ptiprava zasobnich roztoki pro diluéni metodu

Koncentrace Zakladni zasobni MHB [ml] Celkovy objem
mg/ml roztok [ml] zasobniho roztoku
[ml]
16 1,5 10,5 12
2 1,5 10,5 12
0,25 1,5 10,5 12
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Mikrobialni kultury byly odebrany klickou z plotny, vlozeny do fyziologického roztoku, na
vortexu promichany a potom doslo upravé suspenze tak, aby byla na fotometru namétena
hodnota 0,5 McFarlandova zékalu, coZ odpovidd koncentraci 2-3.10%. Nasledné byly

suspenze nafedény na pozadovanou koncentraci 5.10°.

Ze zasobnich roztokl byla pfipravena koncentra¢ni fada 12 fedéni. Podle Tabulky 4 byly
pfipraveny smési roztokli o rtizné koncentraci konzervantl a bakteridlnich suspenzi.
Jednotlivé zkumavky se smési byly fadn€ oznaCeny podle druhu mikroorganismu

a koncentrace konzervantu a byly inkubovany 24 hodin pfi teploté 35 °C.
Inokulace agarovych ploten roztokem s bakterialni suspenzi

Po inkubaci bylo na temperované agarové plotny napipetovano 100ul od kazdé koncentrace
roztoku s bakterialni suspenzi a smés byla hokejkami dilkkladné rozetfena po celé ploSe
agaru, viz Obrazek 32. Kazdy vzorek byl proveden dvakrat, agarové plotny byly oznaceny
fedénim konzervantu a druhem mikroorganismu a opét byly dany do inkubatoru na 24 hod

pfti teploté 35 °C.

Obrazek 32 Laminarni box pfipraveny k pipetovani a roztéru roztoku konzervantu a

bakteridlni suspenze
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Tabulka 4 Ptiprava koncentracni fady roztokti konzervantu a bakterialni suspenze pro

diluéni metodu

Koncentrace Zasobni MHB [ml] Bakterialni Roztok

mg/ml roztok [ml] suspenze [ml] | konzervantu

koncentraéni

fady a bakter.

suspenze [ml]
64 2 - 2 4
32 1 1 2 4
16 0,5 1,5 2 4
8 2 - 2 4
4 1 1 2 4
2 0,5 1,5 2 4
1 2 - 2 4
0,5 1 1 2 4
0,25 0,5 1,5 2 4
0,125 2 - 2 4
0,06 1 1 2 4
0,03 0,5 1,5 2 4

Vyhodnoceni mikrobidlniho riistu na agarovych plotnach a stanoveni MIC

Po inkubaci byl vyhodnocen riist bakterii podle poc¢tu kolonii nebo podle typu ristu a nulou

byly oznaceny plotny s nejnizsi koncentraci, kde nedoslo k viditelnému nariistu bakterii.

Nejnizsi koncentrace konzervantu bez viditelného rlstu byly zaznamenany jako minimalni

inhibi¢ni koncentrace. Hodnoty byly zpracovany do tabulek a grafu.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Diskova difuzni metoda

V této metod¢ byly méfeny Sifky inhibi¢nich zon s cilem zjistit u¢inek konzervacnich ptisad
na testované mikroorganismy. Vytvofena zona prokazovala inhibi¢ni efekt konzervantu na
mikroorganismus. Naopak, nevytvofeni zony prokazalo necitlivost mikroorganismu vuci

dané koncentraci konzervantu.

8.1.1 Vypocet inhibi¢nich zén

Meétenim inhibi¢nich zon v pfistroji SCAN 500 byly zjiStény hodnoty inhibi¢ni zény
priméru kruhu véetné papirového disku. Sitka zon byla vypoéitana podle nasledujiciho

vztahu (1).

Ukazka vypoctu: (1)

Nameérena z6na v pristroji— sirka disku
2

Inhibi¢ni zéna v [mm] =

Pro kazdy konzervant a mikroorganismus byla provedena 3 méfeni, ze kterych byla
spocitana primérna $itka inhibi¢ni zony se smérodatnou odchylkou. VSechny hodnoty byly

zpracovany do tabulek a grafl viz nize.
8.1.2 Vyhodnoceni inhibi¢nich z6n

E. coli

U E. coli zplsobily nejsirsi inhibi¢ni zény benzalkonium chlorid a bronopol, a to i v té
nejniz8i koncentraci. Velmi mirny ucinek ve vSech koncentracich prokézala kyselina
citronova, phenoxyethanol u¢inkoval pouze v nejvyssi koncentraci a tymidnova silice ve

dvou vyssich koncentracich, viz Tabulka 5, Obrazky 32, 33, 36.
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Tabulka 5 Inhibi¢ni zony u E. coli — diskova difuzni metoda
Sifka inhibi¢ni z6ny v mm + smérodatns odchylka
Druh konzervantu | Nejvyssi povolena Dvojnasobek Desetinasobek
koncentrace nejvyssi povolené | nejvyssi povolené
koncentrace koncentrace
Benzalkonium 0,87 £0,02 1,30 £ 0,11 2,80+0,14
chlorid
Bronopol 1,70 £ 0,74 4,50 £ 0,61 9,10+ 0,63
Phenoxyethanol 0,00 £ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,62 £0,21
Kyselina citronova 0,02 £0,02 0,20 £ 0,07 0,60 £0,11
Tymianova silice 0,00 + 0,00 0,22 £ 0,05 0,72+ 0,16
Difuzni metoda — papirové disky (E. coli)
12
10

— 8

€

E

- 6

S

£ 4

. I i

BC 2BC 10BC BR 2BR 10BR PH 2PH 10PH KC 2KC 10KC TS 2TS 10TS

BC-benzalkoniumchlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, 2-dvojnasobna koncentrace, 10-desetindsobna koncentrace

Obrazek 33 Graf zavislosti Sifky inhibi¢nich zon u E. coli na koncentraci jednotlivych

konzervantii u diskové difizni metody
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Manual suppression 78 -

Obrazek 34 Inhibi¢ni zony u E. coli, benzalkonium chlorid (vlevo) a bronopol (vpravo),

nejvyssi povolend, dvojnasobné a desetindsobna koncentrace — diskova difizni metoda

(analyza piistrojem SCAN 500)

Staphyloccocus aureus

U Staphylococcus aureus vznikly nejsirsi inhibiéni zoény opét u benzalkonium chloridu

a bronopolu, a to ve vSech koncentracich, i kdyz bronopol vytvoftil v nejnizsi koncentraci

pouze projasnénou zonu, kterd byla pocitana. Phenoxyethanol inhiboval jen mirné ve dvou

vysSich koncentracich, tymidnova silice pouze v nejvyssi koncentraci a kyselina citronova

vubec, viz Tabulka 6, Obrazky 34, 35, 36.

Tabulka 6 Inhibi¢ni zony u Staphylococcus aureus — diskova difizni metoda

Sii‘ka inhibi¢ni z6ny v mm % smérodatns odchylka

Druh konzervantu | Nejvy$si povolena Dvojnasobek Desetinasobek
koncentrace nejvyssi povolené nejvyssi povolené
koncentrace koncentrace

Benzalkonium 4,82+0,21 5,72 +0,31 6,70 £ 0,32
chlorid

Bronopol 0,82 £0,05 4,77 +0,14 8,50+ 1,09
Phenoxyethanol 0,00 + 0,00 0,25 +0,22 0,97 +0,21
Kyselina citronova 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Tymiénova silice 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,47 £0,21
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Difuzni metoda — papirové disky (Staphylococcus aureus)

12

10

I” I‘ . 0 i

2BC 10BC 2BR 10BR PH 2PH 10PH KC 2KC 10KC TS 2TS 10TS

BC-benzalkonium chlorld, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, 2-dvojndsobna koncentrace, 10-desetindsobnd koncentrace

Inhibi¢ni zény v [mm]
B~ [e)]

N

Obrazek 35 Graf zavislosti Sifky inhibi¢nich zon u Staphylococcus aureus na koncentraci

jednotlivych konzervantl u diskové difizni metody

Hanual addition £ 1)

Hanual suppression : 2 Manual suppression : 1

Obrazek 36 Inhibi¢ni zony u Staphylococcus aureus, benzalkonium chlorid (vlevo),
bronopol (vpravo), nejvyssi povolena (s projasnénou zéonou u benzalkonium chloridu),
dvojnésobnd a desetindsobna koncentrace — diskova difizni metoda

(analyza pfistrojem SCAN 500)
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Obrazek 37 Inhibi¢ni zony u E. coli (nahote) a Staphylococcus aureus (dole) — diskova

difuzni metoda (A — benzalkonium chlorid, B — bronopol, C — phenoxyethanol,

D — kyselina citronova, E — tymidnova silice)
Aspergillus brasiliensis

U Aspergillus brasiliensis vytvofil benzalkonium chlorid inhibi¢ni zény ve vSech
koncentracich, nejSir§i inhibi¢ni zdéna vznikla unejvyssi koncentrace bronopolu,
u dvojnasobné koncentrace byla nepatrnd zéna a u nejvyssi povolené zadna. Phenoxyethanol
a kyselina citronova neprokézaly zadny Uc¢inek a tymianova silice plsobila vyznamné ve

vSech koncentracich, viz Tabulka 7, Obrazky 37, 38, 41.

Tabulka 7 Inhibi¢ni zony u Asperillus brasiliensis — diskova difizni metoda

Siika inhibi¢ni z6ny v mm + smérodatna odchylka
Druh konzervantu | NejvyS$si povolena Dvojnasobek Desetinasobek
koncentrace nejvyssi povolené | nejvyssi povolené

koncentrace koncentrace
Benzalkonium 5,78 £ 0,46 7,82 + 0,40 10,17 + 0,33
chlorid
Bronopol 0,00 £+ 0,00 0,75+ 1,10 13,97 + 1,24
Phenoxyethanol 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00
Kyselina citronova 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Tymianova silice 0,63 £0,70 2,12 £ 1,60 8,50 + 2,40
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Difuzni metoda — papirové disky (Aspergillus brasiliensis)
16
14

12

2BC 10BC BR 2BR 10BR PH 2PH 10PH KC 2KC 10KC TS 2TS 10TS

Inhibi¢ni zény v [mm]
H (o)} [o]

N

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, 2-dvojnasobna koncentrace, 10-desetinasobnd koncentrace

Obrazek 38 Graf zavislosti §ifky inhibi¢nich zon u Aspergillus brasiliensis na koncentraci

jednotlivych konzervantl u diskové difuzni metody

Intermediate - i : Intermediate

Obrazek 39 Inhibi¢ni zony u Aspergillus brasiliensis, benzalkonium chlorid (vlevo),
bronopol (vpravo), nejvyssi povolend, dvojndsobnd a desetindsobna koncentrace —

diskova difizni metoda (analyza ptistrojem SCAN 500)
Candida albicans

Na Candidu albicans pusobil benzalkonium chlorid a bronopol vytvofenim podobnych zon

jako na Aspergillus brasiliensis, 1 tady byla nejvyssi povolend koncentrace bronopolu bez
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z6ny, ale v tomto piipad¢ bylo vyrazné nizsi plisobeni tymianové silice, slabsi zony se

vytvorily pouze ve dvou vysSich koncentracich. Kyselina citronovd a phenoxyethanol

nepusobily vitbec, viz Tabulka 8, Obrazky 39, 40, 41.

Tabulka 8 Inhibi¢ni zony u Candida albicans — diskova difuzni metoda

Sifka inhibi¢ni z6ny v mm + smérodatns odchylka

Druh konzervantu | Nejvyssi povolena Dvojnasobek Desetinasobek
koncentrace nejvysSi povolené | nejvyssi povolené
koncentrace koncentrace
Benzalkonium 3,22+ 1,60 4,15+ 0,20 6,90 + 0,15
chlorid
Bronopol 0,00 £ 0,00 1,47 £1,43 10,92 +£1,16
Phenoxyethanol 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00
Kyselina citronova 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Tymidnova silice 0,00 £0,00 0,35+0,22 0,80 £0,15

Difuzni

Inhibic¢i zény v [mm]
D D 0] S

N

metoda — papirové disky (Candida albicans)

ollla

BC 2BC 10BC BR 2BR 10BR PH

2PH 10PH KC

&= W

2KC 10KC TS  2TS 10TS

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, 2-dvojnasobna koncentrace, 10-desetindasobnd koncentrace

Obrazek 40 Graf zavislosti Sifky inhibi¢nich zon u Candida albicans na koncentraci

jednotlivych konzervantt u diskové difuzni metody
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Manual suppression : 3 = o= Hanual suppression @ 2

Obrézek 41 Inhibic¢ni zony u Candida albicans, benzalkonium chlorid (vlevo),
bronopol (vpravo), nejvyssi povolend, dvojndsobnd, desetinasobna koncentrace —

diskova difuzni metoda (analyza ptistrojem SCAN 500)

Obrézek 42 Inhibic¢ni zony u Candida albicans (nahote) a Aspergillus brasiliensis

(dole) — diskova difizni metoda (A — benzalkonium chlorid, B — bronopol,

C — phenoxyethanol, D — kyselina citronova, E — tymianova silice)
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8.2 Modifikovana difiizni metoda

Stejné jako u diskové metody bylo cilem méteni vytvorenych inhibi¢nich zon a vyhodnoceni

ucinku konzervantu na vybrany mikroorganismus.

8.2.1 Vypocet a vyhodnoceni méreni inhibi¢nich zén

Stejné jako u pfedchozi metody byly po inkubaci agarové plotny vlozeny do pfistroje Scan
500 a byly méfeny celkové pruméry inhibi¢nich zén véetné vyplnénych jamek v agaru
a stejné jako u difizni metody byla spocitana Sife inhibi¢ni zony, s tim rozdilem Ze jamky
v agaru mély na rozdil od 6 mm papirovych diski primér 9 mm. U modifikované diftzni
metody byly pouzity niz§i koncentrace konzervantti, nejvyssi povolend a bézn€ pouzivana,

ktera je vyrazné nizsi a od toho se odvijely i rozméry inhibi¢nich zon.
E. coli

U E. coli vytvotila bézn¢ pouzivand koncentrace u benzalkonium chloridu nepatrnou zénu
a vyraznou zonu nejvyssi povolend koncentrace. U bronopolu vznikly u obou koncentraci
vyrazné inhibi¢ni zony. Ostatni konzervanty nevytvofily ani v jedné koncentraci Zadnou

z6nu, viz Tabulka 9, Obrazky 42, 43, 46.

Tabulka 9 Inhibi¢ni zény u E. coli — modifikovana difizni metoda

Druh konzervantu Siika inhibi¢nich zén v mm = smérodatna odchylka
Nejvyssi povolena BéZné pouzivana
koncentrace koncentrace
Benzalkonium chlorid 2,70+ 0,21 0,10+0,19
Bronopol 6,07 +£0,19 2,55+0,19
Phenoxyethanol 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
Kyselina citronova 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Tymianova silice 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
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Difuzni metoda — jamky v agaru (E. coli)

2
1
0 -+
BCb BC BRb BR PHb

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, b-bézna koncentrace

Inhibi¢ni zény v [mm]
w

PH KCb KC TSb TS

Obrazek 43 Graf zavislosti inhibi¢nich zon u E. coli na koncentraci jednotlivych

konzervantii u modifikované difiizni metody

Intermediate

Obrazek 44 Inhibi¢ni zony u E. coli, benzalkonium chlorid (vlevo) a bronopol (vpravo),
nejvyssi povolena a bézna koncentrace — modifikovana difiizni metoda

(analyza pfistrojem SCAN 500)
Staphylococcus aureus

Benzalkonium chlorid a bronopol ptisobily vyznamné na Staphylococcus aureus v obou
koncentracich, u bronopolu vytvofila nizs§i koncentrace pouze svétlou zonu, ktera byla

uvedena v tabulce a ve vyS$i koncentraci je v tabulce uvedena ohraniend zoéna bez
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projasnéni, véetné projasnéni byla zéna Sirokd 7,72 mm. Z ostatnich konzervantt piisobila
inhibi¢né pouze tymianova silice v doporucené koncentraci, viz Tabulka 10, Obrazky 44,

45, 46.

Tabulka ¢ 10 Inhibiéni zony u Staphylococcus aureus — modifikovana difizni metoda

Druh konzervantu Siika inhibi¢nich zén v mm + smérodatns odchylka
Nejvyssi povolena BéZné pouZivana
koncentrace koncentrace
Benzalkonium chlorid 6,50 +0,16 4,57 +0,16
Bronopol 4,90 £ 0,36 3,68 +£0,08
Phenoxyethanol 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00
Kyselina citronova 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Tymidnova silice 0,87 £0,05 0,00 £ 0,00

Difuzni metoda — jamky v agaru (Staphylococcus aureus)

BCb BC BRb BR PHb P

H KCb KC TSb TS

Inhibi¢ni zény v [mm]
N w E-Y (0] [e)] ~

[N

o

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, b-béznda koncentrace

Obrazek 45 Graf zavislosti inhibi¢nich zon u Staphylococus aureus na koncentraci

jednotlivych konzervant u modifikované difiizni metody
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Obrazek 46 Inhibi¢ni zony u Staphylococcus aureus, benzalkonium chlorid (vlevo) a
bronopol(vpravo) s projasnénymi zénami, nejvyssi povolend a bézna koncentrace —

modifikovana difuzni metoda (analyza pfistrojem SCAN 500)

Obrazek 47 Inhibi¢ni zony u E. coli (nahote) a Staphylococcus aureus (dole) —

modifikovana difizni metoda (A — benzalkonium chlorid, B — bronopol,
C — phenoxyethanol, D —kyselina citronova, E — tymidnova silice)
Aspergillus brasiliensis
Na Asperillus brasiliensis nejicinnéji pusobil benzalkonium chlorid v obou koncentracich,
dale bronopol v nejvyssi povolené koncentraci a tymidnova silice v doporucené koncentraci

vytvofila neohrani¢enou projasnénou zonu, ktera byla zahrnuta do hodnoceni. Ostatni

konzervanty v této metodé neprokazaly ucinek, viz Tabulka 11, Obrazky 47, 48, 51.
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Tabulka 11 Inhibicni zony u Aspergillus brasiliensis — modifikovana difuzni metoda

Druh konzervantu Sifka inhibi¢nich zén v mm + smérodatna odchylka
Nejvyssi povolena BéZné pouzivana
koncentrace koncentrace
Benzalkonium chlorid 8,05 +£0,07 4,25+0,31
Bronopol 6,55+ 0,62 0,00+ 0,00
Phenoxyethanol 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Kyselina citronova 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Tymiédnova silice 6,28 + 1,76 0,00 £ 0,00

Difuzni metoda - jamky v agaru (Aspergillus brasiliensis)

9
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BCh BC BRb BR PHb PH KCh KC TSb TS

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronov3,
TS-tymianova silice, b-béznd koncentrace

Obrazek 48 Graf zavislosti inhibi¢nich zon u Aspergillus brasiliensis na koncentraci

jednotlivych konzervanti u modifikované difuzni metody
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Intermediate Intermediate

Obrézek 49 Inhibicni zony u Aspergillus brasiliensis, benzalkonium chlorid (vlevo) a
tymianova silice (vpravo) s projasnénou zonou, nejvyssi povolend a bézna

koncentrace — modifikovana difizni metoda (analyza ptistrojem SCAN 500)
Candida albicans

Benzalkonium chlorid a bronopol plisobily na Candidu albicans podobné¢ jako na plisen, viz
Obr. 50, tymianova silice zde neméla vitbec Zadny ucinek, stejné jako phenoxyethanol.
Velmi nepatrnou zoé6nu vytvortila kyselina citronova v nejvyssi povolené koncentraci, viz

Tabulka 12, Obrazky 49, 50, 51.

Tabulka 12 Inhibi¢ni zony u Candida albicans — modifikovana difizni metoda

Druh konzervantu Siika inhibi¢nich zén v mm + smérodatna odchylka
Nejvyssi povolena BéZné pouzivana
koncentrace koncentrace
Benzalkonium chlorid 6,95+0,15 3,20+ 0,08
Bronopol 3,98 +0,43 0,00 + 0,00
Phenoxyethanol 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00
Kyselina citronova 0,07 = 0,09 0,00 £ 0,00
Tymianova silice 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00
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Difuzni metoda — jamky v agaru (Candida albicans)

0 || || || T
BCb BC BRb BR PHb

PH KCb KC TSb TS

N w B

Inhibi¢ni zény v [mm]

=

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymianova silice, b-bézna koncentrace

Obrazek 50 Graf zavislosti zavislost inhibi¢nich zon u Candida albicans na koncentraci

jednotlivych konzervantii u modifikované difizni metody

Intermediate - . Intermediate

Obrazek 51 Inhibi¢ni zony u Candida albicans, benzalkonium chlorid (vlevo) a bronopol
(vpravo), nejvyssi povolena a bézna koncentrace — modifikovana difizni metoda

(analyza pfistrojem SCAN 500)
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Obrazek 52 Inhibi¢ni zony u Candida albicans (nahote) a Aspergillus brasiliensis

(dole) — modifikovana difizni metoda (A — benzalkonium chlorid, B — bronopol,

C — phenoxyethanol, D — kyselina citronova, E — tymianova silice)

8.3 Diluéni metoda stanoveni MIC

U dilu¢ni metody byly pouZity bakterie E. coli a Staphylococcus aureus. Zamérem metody

bylo stanoveni MIC péti testovanych konzervantii u vysSe uvedenych bakterii.

8.3.1 Vyhodnoceni mikrobialniho ristu na agarovych plotnach a stanoveni MIC

Po inkubaci byl vyhodnocen riist bakterii podle poc¢tu kolonii nebo podle typu rtistu a nulou
byly oznaceny plotny s nejnizsi koncentraci, kde nedoslo k viditelnému nartistu bakterii, viz
Tabulka 13. Koncentrace konzervantu na téchto plotnach bez viditelného ristu byly
zaznamenany jako MIC. Pfi diluéni metodé stanoveni MIC vykazoval nejvyssi ucinek

cvwr

MIC) phenoxyethanol, viz Tabulka 14.
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Tabulka 13 Vyhodnoceni ristu bakterii v dilu¢ni metodé

Konc. BC BR PH KC TS
mg/ml | S.a. | E.c. | S.a. | E.c. | S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c
64
32
16 0 0 0
8 skeksk % % 0
4 skokskok skoskoskoskosk skeksk skoskoskoskosk
2 Hokkk ok wkk | kR
1 skeksk 0
0,5 skekskok % 0
0,25 0 Hokokk ok k| Rk
0,06 skksk skksk skoskoskoskosk
0,03 0 0 kk | ok

BC —benzalkoniumchlorid, BR — bronopol, PH — phenoxyethanol, KC — kyselina citronova,

TS — tymianova silice, S.a. — Staphylococcus aureus, E.c. — Escherichia coli

* jednotky kolonii, ** desitky kolonii, *** stovky kolonii, **** Castecn¢ souvisly narst,
M

FeA#EX souvisly nartst

Tabulka 14 Hodnota MIC u jednotlivych koncentraci a mikroorganismi

Konzervant BC BR PH KC TS

Mikroorganismus | S.a. | E.c. | S.a. | E.c. |S.a. |E.c. |S.a |E.c|S.a |E.c

MIC [mg/ml] <0,03 | <0,03 | 0,250,125 | 16 | 16 | 16 | 8 I 105
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Benzalkonium chlorid mél MIC pod hranici detekce pouzité metody. Ani na nejnizsi
koncentraci 0,03 mg/ml nebyl zaznamenan zadny rist E. coli ani Staphylococcus aureus, viz
Obrazky 52, 53. El Sayed Zaki a kol. ve své studii (2019) uvadi MIC benzalkonium chloridu
u izolath Staphylococcus aureus se snizenou citlivosti vi¢i kvartérnim amoniovym
sloucenindm vyssi nez 0,008 mg/ml pfi pouziti mikrodiluéni metody, coz je v souladu

s vysledky provedeného testovani. [46]

Bronopol m¢l MIC u Staphylococcus aureus 0,25 mg/ml a u E. coli 0,125 mg/ml, a u obou
bakterii ani v nejniZ$i koncentraci nevzniknul souvisly narist, ale stale byly patrné jednotlivé
kolonie, viz. Obrazky 52, 53. Shepherd a kol. uvedli v ¢lanku (1988) MIC bronopolu u E.coli
0,013 mg/ml, testovani prob¢hlo odlisnou metodikou v tekutém médiu s findlnim méfenim

optické hustoty. [47]

Obrazek 54 Stanoveni MIC benzalkonium chloridu (vlevo) a bronopolu (vpravo)

u Staphylococcus aureus
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Phenoxyethanol viditeln¢ inhiboval riist obou bakterii pti hodnoté¢ MIC 16 mg/ml, coz byla
nejvyssi hodnota MIC u této metody. Snizovanim koncentrace postupné ptibyval rlst
bakterii. U Staphylococcus aureus doSlo pii koncentraci 8 mg/ml k prudkému naristu
kolonii, zatimco u E. coli doSlo ke vzniku mensiho poctu kolonii viz Obrazky 54, 55.
Vzhledem k tomu, Ze u phenoxythanolu bylo prokézano jeho synergické ptisobeni s jinymi
konzervanty a snizovani jejich G€¢inné koncentrace, dalo se ocekavat, ze samostatné bude
vykazovat niz§i ucinek. O néco niz§i MIC phenoxyethanolu u riznych bakterii byla
prokazana ve studii, kterd se zabyvala opétovnym ristem bakterii po pusobeni
antimikrobniho ¢inidla. Mezi testovanymi mikroorganismy byly Staphylococcus aureus
a E. coli abyla pouzita dilu¢ni metoda a tekuté médium. MIC phenoxyethanolu se pfi pouziti
zkumavek pohybovala mezi 6-12 mg/ml a pfi pouZiti mikrotitraéni desticky mezi 3—12
mg/ml. [48]

Kyselina citronova inhibovala Staphylococcus aureus pti MIC 16 mg/ml a pti koncentraci
0,4 mg/ml uz byl patrny nartst stovek kolonii. MIC u E. coli byla stanovena na koncentraci
8 mg/ml a pii koncentraci 4 mg/ml jiZ doslo u E. coli k velmi hustému ristu kolonii viz
Obréazky 54, 55. Eliuz v ¢lanku v Science (2020) uvedl pii pouziti mikrodiluéni metody
MIC kyseliny citronové u E. coli a Staphylococcus aureus 60 mg/ml. Rozdil v hodnotach
vychazi z rozdilné metodologie a zptisobu hodnoceni. Mikrodilu¢ni metoda byla v tomto

ptipadé hodnocena spektrofotometricky. [49]

Obrazek 55 Stanoveni MIC phenoxyethanolu (vlevo) a kyseliny citronové (vpravo) u

Staphylococcus aureus
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Obrazek 56 Stanoveni MIC phenoxyethanolu (vlevo) a kys. citronové (vpravo) u E. coli

Tymianova silice méla MIC u Staphylococcus aureus 1 mg/ml, pti koncentraci 0,5 mg/ml
byl zaznamenan nartst jedné kolonie a pfi koncentraci 0,25 pouze 60 kolonii. U E. coli byla
MIC 0,5 mg/ml a pti koncentraci 0,25 mg/ml jiz doslo k souvislému ristu, viz Obrazek 56.
U tymianové silice vSak byla publikovana v diluéni metod¢ 1 niz§i MIC, a to 0,02 mg/ml.

[50]

Obrazek 57 Stanoveni MIC tymianové silice u Staphylococcus aureus (vlevo) a tymidnoveé

silice u E. coli (vpravo)

Z vyse uvedenych hodnot MIC vyplyva, Ze Staphylococcus aureus mél u tfi konzervantt

vys$s§i hodnotu MIC nez E. coli a u dvou stejnou. Vyssi odolnost Staphylococcus aureus

1

vykazuje Casto rezistenci vici antibiotikiim. [51]
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8.4 Porovnani a zhodnoceni vSech metod

8.4.1 Diftzni metody

Porovnanim difuznich metod Ize srovnat intenzitu tvorby inhibi¢nich zén pii pouziti disku
napusténého konzervantem a pii zaliti smési roztoku konzervantu a slurry agaru do otvora
v agaru. Piimo lze porovnavat hodnoty nejvyssi povolené koncentrace, coz jsou jediné
hodnoty, které jsou zahrnuty v obou metodach. Hodnocenim t¢inku konzervantli v nejvyssi
povolené koncentraci mizeme na zakladé predchoziho testovani tvrdit, které konzervanty
v této koncentraci mély inhibi¢ni Uc¢inek vuci testovanym mikroorganismiim. V nejvyssi
povolené koncentraci byl v obou difuznich metodéach nejvice ucinny benzalkonium chlorid,
a to na vSechny mikroorganismy. Nejvy$si inhibicni ucinek vykazoval u Aspergillus
brasiliensis. Druhy nejvice u¢inny konzervant v této koncentraci byl bronopol, i kdyz
u diskové metody byl G¢inny jen na bakterie, u otvori v agaru vytvofil inhibi¢ni zény
u vSech mikroorganismu. V této koncentraci je tieti nejucinnéjsi tymidnova silice, ktera
ucinkovala hlavné na Aspergillus brasiliensis a u modifikované difizni metody i na
Staphylococcus aureus. Kyselina citronova méla v nejvyssi povolené koncentraci nepatrnou
inhibi¢ni zénu pouze v modifikované difizni metod¢ u Candida albicans. Phenoxyethanol
v této koncentraci nevytvoftil zddnou inhibi¢ni zoénu, viz Obrazky 57, 58.

Existuje fada faktort, které maji vliv na rozdilné plisobeni konzervantu o obou difuiznich
metod. U konzervantu, ktery je pfimo aplikovan do otvoru v agaru, mohla byt celkové
inhibice mikroorganismu efektivnéjsi, néz z papirového disku. U bronopolu se dokonce pii
nejvyssi povolené koncentraci pfi prvni metod¢ viibec nevytvoftily zony u plisné a kvasinky,
zatimco u druhé metody byla inhibi¢ni zona u plisné¢ dokonce nejvyssi a u kvasinky méla
také pomérné vysokou hodnotu. Jistou roli zde mohlo hrat umisténi inokula, v prvnim
ptipad€ bylo rozetfeno na agarovou plotu, ve druhém piimichano do média. V prvnim
pripadé pusobil konzervant na povrch agaru, ve druhém putisobil v celém prifezu otvoru.
Koncentrace mikroorganismi na povrchu agaru mohla byt ve druhém ptipad¢ nizsi, a tedy
1 plisobeni konzervantu na povrch agaru mohlo byt efektivnéjsi. Nejvétsi roli zde ale
pravdépodobné¢ hraje mnozstvi konzervacni latky, které se skutecné dostalo
k mikroorganismiim. V prvni metod¢ to byl objem roztoku nasékly do papirového disku,
ktery byl ponechdn ve 100 pl roztoku. Z jednoho disku se tedy uvolnilo pravdépodobné
mén¢ n¢z 10 pl roztoku. V druhém ptipadé byl aplikovan do otvoru 1 ml smési. Ve druhém

pfipadé tedy na mikroorganismy plsobilo vétsi mnozstvi konzervantu. Obé€ difizni metody
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v ruznych koncentracich tedy prokazaly inhibi¢ni schopnost kazdého konzervantu

s ohledem na metodiku.

’

Porovnani Ucinku konzervanttd na jednotlivé mikroorganismy

Difuzni metoda — papirové disky
E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus brasiliensis,

2BC 10BC 2BR 10BR 2PH 10PH KC 2KC 10KC TS 2TS  10TS

[~ T
N D O

Inhibi¢ni zény v [mm]
=
o

o N b OO

BC-benzalkonium chlorld, BR-bronopoI, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, 2-dvojnasobna koncenrace, 10-desetindsobnd koncentrace

Obrazek 58 Porovnani u¢inku konzervantii na jednotlivé mikroorganismy v difuzni

diskové metodé

Porovnani ucinku konzervantd na jednotlivé mikroorganismy -
Difuzni metoda — jamky v agaru
E. coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus brasiliensis,

PH KCb KC TSb TS

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova, TS
tymianova silice, b-bézna koncentrace

Inhibi¢ni zény v [mm]
O R N W b U OO N O O

Obrazek 59 Porovnani u¢inku konzervantli na jednotlivé mikroorganismy

v modifikované difuzni metodé
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8.4.2 Dilu¢ni metoda

U dilu¢ni metody byla métena vyse hodnoty MIC, coz byla minimalni hodnota inhibujici
viditelny rist mikroorganismu. Konzervanty s nejnizsi MIC byly nejucinnéjsi, jednalo se
o benzalkonium chlorid nasledovany bronopolem. Nizké hodnoty MIC mé¢la i tymianova
silice. Mezi konzervanty s nejvyssi hodnotou MIC, tedy nejméné ucinné, se zaradil

phenoxyethanol, nasledovany kyselinou citronovou, viz Obrazek 60.

Zavislost MIC na typu konzervantu a druhu mikroorganismu

18
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S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c. S.a. E.c.
BC BR PH KC TS

BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, S.a. Staphylococcus aureus, E.c.-E. coli

Obrazek 60 Graf zavislosti MIC na typu konzervantu a druhu mikroorganismu

8.4.3 Porovnani vysledkii difiznich metod a dilu¢ni metody

Pokud porovname diftizni metody s metodou diluéni, miizeme porovnavat pouze ucinek
konzervace na bakterie, protoze u dilu¢ni metody byla kvasinka a plisei vynechana.
Vzhledem k odliSnosti obou metod dilu¢ni metoda prokazala Ucinek 1 u phenoxyethanolu

a kyseliny citronové, ale MIC byly o nékolik fadii vyssi nez u ostatnich konzervantt.

Podle vysledkii vSech pouZitych metod lze oznalit jako nejucinnéj$i konzervant
benzalkonium chlorid, nasledovany bronopolem, mensi U¢inek pak prokdzala tymianova
silice. Zaroven vSechny pouzité metody stanovily ucinek phenoxyethanolu a kyseliny
citronové jako nizsi nebo zadny.

Nutno zminit, Ze u v§ech metod byla snaha o neovlivnéni inhibice jinou slozkou testovani,

proto byl pfi pouziti tymidnové silice pouzit jako emulgator Tween 20 z divodu, Ze nema
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vliv na inhibici mikroorganismti. V jinych pracich bylo popsano jest¢ pouziti DMSO
(dimethylsulfoxid) a methanolu. Methanol bohuZzel ovlivituje Zivotnost mikroorganismu,
proto je jeho pouziti komplikované. [38,39]

Na nize uvedenych grafech, viz Obrazky 61, 62, je patrné Ze konzervanty, u kterych byly
u difuznich metod vytvoteny nej$irsi inhibi¢ni zony, mély u diluéni metody nejnizsi hodnotu

MIC a naopak. VSechny metody tedy potvrdily u¢innost testovanych konzervantt.

Difdzni metody
Staphylococcus aureus, E. coli
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BC-D BC-J BR-D BR-J PH-D PH-J KC-D  KC-J TS-D  TS-)
BC-benzalkonium chlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice, D-disky, J-jamky
Obrazek 61 Porovnani difuznich metod
Diluéni metoda stanoveni MIC
Staphylococcus aureus, E. coli
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BC-benzalkoniumchlorid, BR-bronopol, PH-phenoxyethanol, KC-kyselina citronova,
TS-tymidnova silice

Obrazek 62 Porovnani hodnot MIC
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ZAVER

Bylo provedeno hodnoceni u€innosti péti konzervantti v riznych koncentracich na vybrané
mikroorganismy dvéma typy metod. Difiznimi metodami byla prokazovéana ucinnost
konzervanti pomoci méfeni inhibi¢nich zén. V diskové difizni metod¢ byla hodnocena
ucinnost nejvyssi povolené koncentrace, jejiho dvojnadsobku a desetinasobku.
V modifikované difuzni metod¢ byla hodnocena nejvyssi povolena koncentrace a bézné
pouzivané koncentrace, které jsou nizsi. U dilu¢ni metody byly stanoveny pro jednotlivé
konzervanty a mikroorganismy hodnoty minimdlni inhibi¢ni koncentrace, tedy koncentrace,
které viditeln€ inhibuji rist mikroorganismi. Porovndnim metod byla potvrzena G¢innost
konzervantii a vzhledem k odliSnosti provedeni metod bylo mozné posoudit kvalitu

1 kvantitu, tedy zda je konzervant G€inny a v jaké koncentraci.

Jak diluéni, tak difuzni metody potvrdily u¢innost konzervantd, tak jak ji prezentuje odborna
literatura a jak bylo uvedeno v piedchozich kapitolach. Benzalkonium chlorid a bronopol
byly potvrzeny jako velmi ucinné konzervanty na rGzné typy mikroorganismd,
gramnegativni 1 grampozitivni bakterie, plisné a kvasinky. U bronopolu byl prokdzan mirné
niz§i inhibi¢ni G&inek na plisné. Uginné konzervanty zpravidla vykazuji vétsi drazdivost
a toxicitu, coz pro kvartérni amoniové slouc¢eniny a formaldehydové donory bezesporu plati.
Phenoxyethanol byl vyhodnocen jako konzervant se slabsim u¢inkem oproti jinym, ktery ale
jak bylo vyse uvedeno, zvySuje Uc¢innost jinych konzervantd, plsobi s nimi synergicky
a muze tim snizit koncentraci nékterych senzibilizujicich a drazdivych konzervacnich
slozek. To stejné bylo prokazano u kyseliny citronové, ktera ma sama o sob€ nizké inhibi¢ni

ucinky, pfidava se vSak k ostatnim konzervantiim a synergicky zvySuje jejich ucinnost.

U tymidnové silice byla prokdzdna mirna G¢innost a jeji nejvetsi tcinek byl zaznamenéan
proti plisni. Vzhledem k tomu, Ze esencialni oleje se primarné nepouzivaji jako konzervanty,
ale tvoii soucast KP jako u¢inné latky a slozky aroma, jisté je jejich antimikrobni aktivita
pfinosem jednak pro konzervaci kosmetiky 1 pro jejich antimikrobni efekt u nékterych

dermatologickych problémd.

Z vyse uvedenych vyhodnoceni plyne, Ze pfi posuzovani U¢innosti konzervantii je vzdy
potifeba kombinovat riizné metody, kvalitativni 1 kvantitativni. Teprve pomoci vice metod
a vétSiho mnozstvi dat je mozné dostat ucelené informace o moznosti pouziti konzervacnich
slozek v kosmetice a dalSich odvétvich. Jak jiz bylo vySe popséno, pro mikroorganismy je

typické, Ze jsou schopné vytvaret si rezistenci vici konzervantim a antibiotikim. Proto je
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nutné metody konzervace a konzervanty opakované testovat a piipadné meénit v zavislosti

na meénici se odolnosti mikroorganismi a pti pouziti novych kosmetickych formulaci.
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