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ABSTRAKT

Diplomova préace je zaméfena na piipravu modelovych pletovych vod obsahujici konzer-
vanty a hodnoceni jejich antimikrobnich vlastnosti za riznych podminek. Teoreticka ¢ast
se zabyva kosmetickymi pfipravky, jejich kontaminaci a moznym vyskytem mikroorgani-
zmil ve vyrobcich. Rovnéz je zamétena na vlivy vnéjSiho prostiedi na mikroorganizmy,
konzervacni latky a faktory ovliviujici jejich vybér a hygienicka pravidla vyrobniho zavo-
du. V praktické ¢asti byly ptipraveny vzorky pletovych vod s riznou koncentraci konzer-
vantu methylparabenu a propylparabenu v pH 5, 7, 8. Mikrobiologické hodnoceni bylo
provadéno na zakladé 28 denniho zatézového testu na bakteriich Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Z vysledki vyplyva, ze vys$si koncentrace
konzervantu tj. 0,8% je uc¢inngjsi nez 0,4% koncentrace. Za nejlepsi konzervant dle normy

CSN EN ISO 11930 by se dal povazovat 0,8% methylparaben.

Kli¢ova slova: kosmetické pripravky, mikrobiologické hodnoceni, konzervacni latky, me-
thylparaben, propylparaben, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeru-

ginosa

ABSTRACT

The Diploma thesis is focusing on preparation of model lotion containing preservatives and
on evaluation of their antimicrobic properties subject to different conditions. The theoreti-
cal part occupies with cosmetics, their contamination and a possible presence of microor-
ganism in product. The thesis also focuses on influences of external environment on
microorganism, preservatives and some factors influencing their choice and hygienic ruler
of a production faktory. In the practical part, there were prepared samples of some lotion
with different concentration of preservatives methylparaben and propylparaben in pH 5, 7,
8. The microbiological evaluation was done on the basis of 28 day exercise test on bakteria
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Result shows that the
higher concentration of preservative i.e. 0,8% is more effective than 0,4% of concentration.
The best preservative according to the norm CSN EN ISO 11930 is considered 0,8% me-
thylparaben.

Keywords: cosmetics, microbiological evaluation, preservatives, methylparaben, propylpa-

raben, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
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UvVOD

Mikroorganizmy hraji v pfirod¢ a v zivoté ¢lovéka nezastupitelnou roli, jelikoz jsou jed-
nim z hlavnich faktorii v tvorbé a zachovavani zivotniho prostfedi. Vyskytuji se v pudé,
ve vodé, na kizi a ve vzduchu, jehoz prostfednictvim se $ifi. Kosmetika musi byt tedy
fadn€ chranéna pred jejich moznou kontaminaci. Existuje kontaminace primarni, ktera
vznika jiz pti vyrob¢ kosmetického piipravku nebo kontaminace sekundarni, kterd vznika

pouzivanim vyrobku spotiebitelem.

Pouziti konzervace v kosmetickych ptipravcich pfedstavuje zejména ochranu spotiebitele
pfi vlastnim pouzivanim vyrobku. Dal§i nemén¢ dualezitou funkci je ochrana samotného
vyrobku pied nezadouci zménou jeho vlastnosti zplisobenou mikrobialni kontaminaci
(naruSeni jeho stability, zména konzistence, barvy, viné...). K zajisténi bezpecnosti vy-
robkid jsou provadény mikrobiologické testy, které ovéiuji ucinnost konzervaéni latky.
Jelikoz jsou konzervacéni latky v Cistém stavu vétSinou drazdivé, ne-li jedovaté je jejich

obsah limitovan. Pouziti vyssi koncentrace by mohlo zpusobit vznik alergické reakce.

Velmi castymi konzerva¢nimi piisadami v kosmetice jsou parabeny. Jedna se 0 estery
para-hydroxybenzoové kyseliny. Z divodu jejich hojného pouziti je expozice populace

mnohem vétsi, tim padem se zvySuje pravdépodobnost vyskytu alergické reakce.

Cilem této prace bylo ptipravit jednoduchy modelovy systém simulujici prostiedi kosme-
tickych pfipravki, konkrétné pletovych vod a zkoumat antimikrobni Gi¢inky danych kon-
zervantll V tomto modelovém systému za riiznych podminek (rizné pH, rizna koncentra-
ce konzervacni latky). Pro tyto ucely byly vybrany konzervanty methylparaben a propyl-
paraben v koncentraci 0,4 a 0,8%. Vzorky byly zao¢kovany mikroorganizmy Staphylo-

coccus aureus, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa.
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1 KOSMETICKE PRIPRAVKY

Kosmetika je ur¢ena predevsim k udrzovani osobni hygieny zdravych jedincu. Jelikoz ma
pokozka funkci dulezitého kontaktniho organu, ovliviiuje estetické védomi jedince a hraje
tak vyznamnou roli v oblasti sociologické, psychologické i pedagogické. Kosmetika je
jasn¢ rozliSovana od 1éCiv, kterd jsou pouzivana pro 1é¢bu a prevenci onemocnéni a maji
vliv na strukturu a funkci téla. Kosmetika se vétSinou pouziva denné po delsi dobu, tudiz
je nesmirné dilezité, aby byla zcela bezpecna bez vedlejsich ucinkt. Oproti tomu se far-
maceutické 1€éky uzivaji pouze v kratkém casovém obdobi, s primarnim cilem 1écit.

V tomto ptipadé se nékdy mirnym nezddoucim u¢inkiim nelze vyhnout. [1, s. 4], [2, s. 5]

1.1 Legislativa

Organy EU zodpovédné za legislativu kosmetickych piipravkl jsou Evropskd komise a
Staly vybor pro kosmetiku. Evropska komise pfedklada legislativni navrhy Evropskému
parlamentu a Radé¢. Staly vybor pro kosmetiku pfedkladd navrhy Evropské komisi a spo-
lupracuje stadou odbornych organizaci, které vypracovavaji stanoviska, doporuceni
nativnich metod), SCCP (v&€decky vybor pro spotiebni zbozi) a Cosmetics Europe - The
Personal Care Association (diive COLIPA, Evropska komise pro kosmetiku, parfumerii a
toaletni prostfedky). Vysledkem ¢innosti té€chto organti jsou nafizeni, smérnice, rozhod-

nuti, doporuceni, stanoviska, ndzory a sdé€leni. [3, s. 6,7]

Smérnice Rady 76/768/EHS ze dne 27. Cervence 1976 o sblizovani pravnich piedpist
¢lenskych stath tykajicich se kosmetickych prosttedkl byla nahrazena Natizenim Evrop-
ského Parlamentu a Rady €. 1223/2009 o kosmetickych ptipravcich ze dne 30. listopadu
2009. Toto natizeni komplexn€ harmonizuje pravidla Spolecenstvi s cilem dosdhnout
vnitiniho trhu s kosmetickymi piipravky a soucasné zajistit vysokou troven ochrany lid-

ského zdravi. [4]

Timto nafizenim se stanovi: definice kosmetického ptipravku a dalSich pojmii, bezpec-
nost kosmetického ptipravku, vymezeni pojmu odpoveédné osoby a jejich povinnosti, po-
zadavky na oznaceni kosmetickych ptipravkil, omezeni n€kterych latek, zajisténi dozoru

nad kosmetickymi piipravky a mnoho dalSich. [4]

Dal8imi zavaznymi piedpisy jsou: nafizeni EP a Rady ES €. 1907/2006 — ptiloha XVII

(omezeni pouzivani nékterych vyrobki, piipravkl a ingredienci), nafizeni EP a Rady ES
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¢. 1272/2008 o klasifikaci, oznaCovani a baleni latek a vyhlaska ¢. 494/2005 Sb., kterou

se stanovi analytické metody kontroly slozeni kosmetickych prostiedki. [3, s. 8]

1.2 Definice kosmetického pripravku

V Naftizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 je kosmeticky ptipravek
definovén jako jakakoli latka nebo smés urc¢ena pro styk s vnéj$imi ¢astmi lidského téla
(pokozkou, vlasovym systémem, nehty, rty, vnéjSimi pohlavnimi organy) nebo se zuby a
sliznicemi Gstni dutiny, vyhradné€ nebo pfevazné za ucelem jejich Cisténi, parfemace,
zmény jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani v dobrém stavu nebo Upravy téles-

nych pachd. [4]
1.3 Klasifikace kosmetickych pFripravki

1.3.1 Dle pouziti

Kosmetické ptipravky mohou byt klasifikovany podle jejich pouziti, coz je zobrazeno

v Tabulce ¢. 1. [1, s. 4]

Tab. 1. Klasifikace kosmetickych pripravki podie jejich pouziti

klasifikace hlavni produkty

_ _ pletové Cistici vody a pény, pletové vody,
kosmetika pro péci o plet’
krémy, masky, masazni krémy

) ) pudry, rténky, tvafenky, o¢ni stiny, o¢ni linky,
dekorativni kosmetika
pokozka laky na nehty, odlakovace

mydla, tekuta mydla, ptipravky do koupele,
télova kosmetika opalovaci krémy, opalovaci oleje, deodoranty,

bélici krémy, depilacni krémy, repelenty

vlasové kosmetika Sampony, vlasové kliry, barvy na vlasy, pteli
vlasy
péce o pokozku hlavy vlasova tonika, ptipravky pro rist vlast
usta péce o ustni dutinu zubni pasty, tstni vody

ving parfémy, toaletni vody




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Kosmetika pro péci o plet’ ma tfi hlavni G€ely pouziti: ¢iSténi kiize, udrzeni ptirozeného
povrchu pokozky a ochranu ktize pted poskozenim. Dekorativni kosmetika se pouziva
zejména na obliceji, ostatni kosmetické piipravky této skupiny se pak vénuji nehtiim. Do
télové kosmetiky patii fada piipravki, vcetné repelenti. Do skupiny péce o vlasy spada
vlasova kosmetika a péce o pokozku hlavy. Zubni pasty a Ustni vody se fadi do skupiny
péce o ustni dutinu. Viné se pozivaji pfedevsim na télo, ale nékdy i na vlasy. [1, S. 4],

[5, s. 31]

1.3.2 Dle formy

V poslednich letech kosmeticky primysl podstatné zménil formy ptipravka z divodu
snazsi aplikace. Dnes se uplatiiuji kosmetické piipravky v nasledujicich formach:

[2,s. 77]

Roztoky (vody, tonika, lotion) jsou bezbarvé nebo zbarvené, vétsinou parfémované, vod-
né nebo vodné alkoholické roztoky, které obsahuji jednu nebo vice specificky t¢innych
latek (vonné latky, humektanty atd.). Hlavni slozky jsou parfémové oleje a jejich kompo-
zice, tuky a tukovité latky, které se zavadi do ptipravkii pomoci rozpoustédel. Viskozita
ptipravkll se nastavuje pridavkem hydrokoloidd. Ptipravky se oznacuji bud’ jako vody

(plet'ova, po holeni, vlasova) nebo tonika. [2, s. 77,78], [6, s. 4]

Dalsi z moznych forem jsou gely, emulze, suspenze, oleje, tyCinky — tuzky, pasty, mydla,

roztoky tenzidl, pény, prasky (pudry), masti, aerosoly a laky. [2, s. 78-83], [6, s. 4-9]

1.4 Pletova voda a jeji obecna vyroba

Pletové vody se pouzivaji po Cisténi pleti za ucelem odstranéni stopového mnozstvi tuku
nebo mydla. Mohou slouZit také jako osvézovace klize. Jsou Casto poslednim krokem
pted pouzitim hydrata¢niho krému. Pletova voda je obvykle urcena pro normalni pokoz-
ku. Obsahuje alkohol, ktery vykazuje mirny stahujici uinek, jeho obsah nesmi byt ve
vysokém mnozstvi a zpiisobit tak paleni. Produkty s niz§im obsahem alkoholu jsou urce-
ny pro citlivou plet’, zatimco produkty s vyssim obsahem alkoholu jsou pouzivany u

mastné pleti. [7, s. 498], [8, s. 121]
Obecné slozeni pletové vody:

Alkohol 20 %
Propylenglykol 5%
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polyoxyethylene oleyl ether 0,5 %
parfém 0,2 %
destilovana voda 74,3 % [7,s.498]

Pletové vody jsou obvykle vyrabény pii pokojové teploté. Pokud neobsahuji mnoho al-
koholu nebo konzervacni latku, je zapotiebi zvlastni péce, aby se zabranilo kontaminaci

mikroorganizmy. [1, s. 330]

Nejprve se do Cisté vody pfidavaji humektanty, pufr a zahustovadlo. Do takto pfipravené
vodné faze se ptidaji dalsi latky rozpustné ve vod€. Emolienty, konzervacéni latky, parfé-
my a dalsi slozky rozpustné v etanolu nebo v oleji se ptidaji k etanolu spolu se solubili-
zacnimi ¢inidly za vzniku alkoholové faze. Vodna a alkoholova faze se smichaji pti po-
kojové teploté. Nasledné se ptida barvivo pro ténovaci Ucely a pak se smés zfiltruje,

k ziskani prithlednosti. [1, s. 330]

V dnesni dobé existuje fada pletovych vod bez alkoholu. V tomto pfipadé se slozky ne-

rozpustné ve vodé, rozpusti v humektantu za zvysené teploty. [1, s. 330]
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2 MIKROORGANIZMY V KOSMETICKYCH PRIPRAVCICH

V naSem Zzivotnim prostfedi se vyskytuje obrovské mnozstvi mikroorganizmu. Ve vzdu-
chu je to 8 — 35.10°/m?, v piid& 1.10% — 5.10'%g a na pokoZce hlavy 1,4.10"/cm? Velké
mnozstvi bakterii je i na pokozce rukou a obliCeje, coz predstavuje riziko kontaminace
kosmetiky pfi bézném pouzivani. Mezi mikroorganizmy kontaminujici kosmetiku patii
bakterie, nejcastéji Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Pseudo-
monas aeruginosa. Kosmetiku obsahujici alkohol kontaminuji kvasinky (Candida albi-
cans, Saccharomyces sp.) a plisné (rody Penicillium, Aspergillus, Rhizopus). [1, s. 199,
200]

2.1 Bakterie

Bakterie patii mezi nejcastéjsi puvodce infekénich onemocnéni. Jsou to organizmy s pro-
karyotickym typem bunky, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi od 0,2 do 2 pm. Né&kte-
ré bakterie jsou schopny ristu pii 0 °C, dalsi pti teplotach nad 100 °C, existuji i bakterie
rostouci pii pH 0,06 nebo pii pH 12 nebo pii tlaku vice nez 1000 atm. Obecné lze vSak
fici, Ze optimalni ristova teplota vétSiny bakterii je 25 — 37 °C a pH mirné kyselé az mir-
né zasadité. Tvar bakteridlnich bunék je rozmanity, vétSinou se jedna o koky nebo ty¢in-
ky, n¢které rody ale mohou mit tvar spiraly, vibria nebo vlaken. [1, s. 199], [9, s. 35,51],
[10, s. 25], [11, 5. 17], [12, s. 68], [13, s. 17], [14, s. 29], [15, s. 8]

Bakterie se také vzajemné 1i$i svym vztahem ke kysliku. Existuji bakterie aerobni, vyza-
dujici kyslik pro sviij rist a mnozeni. Anaerobni bakterie kyslik netoleruji, je pro né to-
xicky a musi byt z prostfedi vyloucen. Vétsina bakterii vyznamnych v klinické ¢i potra-
vinafské mikrobiologii patii mezi mikroorganizmy fakultativné anaerobni, které prospi-

vaji jak v pfitomnosti, tak 1 pfi nedostatku kysliku. [9, s. 78], [10, s. 52], [16, s. 25]

Na povrchu bakterialni bunky se vyskytuje bunécna sténa, jejiz struktura rozhoduje o
barvitelnosti metodou podle Grama. Buné¢na sténa grampozitivnich bakterii G (+) je cca
20 nm silnd a tvoii ji mohutna peptidoglykanova vrstva, kterou pronikaji linearni fetézce
teichoovych kyselin. Tyto kyseliny jsou hlavnim povrchovym antigenem grampozitivnich
bakterii. Sténa téchto bakterii neobsahuje lipidy ani bilkoviny. Oproti tomu je bunécna
kanu je pfitomna vngj$i membrana, obsahujici lipopolysacharidy, které udavaji butice

antigenni vlastnosti. Gramnegativni bakterie neobsahuji kyselinu teichoovou, ale maji ve
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své struktute lipidy a bilkoviny. Od druhu bunééné stény se odviji odlisné vlastnosti
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Podstatnym rozdilem je rtzna citlivost
k antimikrobnim latkam, pfi¢emz vyssi citlivosti se vyznac¢uji grampozitivni bakterie. [9,
s. 51-53], [10, s. 28,29], [13, s. 21], [16, s. 24, 25], [17, s. 31-32], [18, s. 33,34], [19, s.
90], [20, s. 89], [21, s. 28], [22]

2.1.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou charakterizovany jako grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici, neo-
pouzdiené, fakultativné anaerobni sférické koky. VétSina druht patiéi k normalni mik-
roflote kiize a sliznic ¢loveka, tudiz se lehce mizou stat zdrojem kontaminace. Nékteré
druhy vSak vyvolédvaji rizna hnisavd onemocnéni, nebo mohou byt pfi¢inou toxindz. Sta-
fylokoky odolavaji teploté 55 °C po dobu 30 minut, vy$§im koncentracim chloridu sod-
ného a vysychani. Z pohledu patogenity ma pro clovéka nejvétsi vyznam koaguldza-

pozitivni druh Staphylococcus aureus. [9, s. 193], [10, s. 60], [13, s. 66]

Staphylococcus aureus

vvvvvv

nych infekci. Druhové jméno aureus (latinsky ,,zlaty*) charakterizuje typické zbarveni
kolonii zptisobené produkci zlatozlutého pigmentu. Jeho mald naro¢nost na kultivacni
prostfedi mu dovoluje rust na chudych pidach. V tekutych piidach se rist projevi zaka-
lem a vytvofenim hustého sedimentu. Na pevnych plidach roste v syté pigmentovych ko-
loniich, které jsou lesklé, mazlavé a vypouklé. Tvoii fadu toxind a enzymi, z nichZ mno-
hé se uplatiiuji jako faktory virulence. Vstupni branou do téla je nejcastéji kiize, travici a
dychaci trakt. Tato bakterie ma schopnost koagulovat plazmu a je jednim z nejcastéjSich
puvodct hnisavych onemocnéni kize (furunkl, karbunkl, infekce ran). Ve tkani se vytvo-
i uzavieny opouzdfeny hnisavy zanét tzv. absces, ktery se bud’ spontanné vyprazdni,
nebo chirurgicky odstrani. Dale miZe produkovat enterotoxin, ktery je odolny k travicim
Stavam v zaludku a zplsobuje alimentarni intoxikaci. Po poZiti tepeln€ neopracované
potraviny dochazi k zvraceni, prijmu a bolesti hlavy, s nasledujicim rychlym uzdrave-

nim.

Vzhledem k ¢astému vyskytu S. aureus na pokozce a sliznicich je pfirozené mozné, ze i
pii bé&zném pouzivani kosmetického ptipravku, dojde k jeho kontaminaci stafylokoky.
Tato kontaminace ptredstavuje vyznamné riziko pro spotiebitele. S. aureus muze konta-

minovat celou fadu kosmetickych ptipravkd, o¢ni linky, hydratacni krémy, make-upy,
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pletové vody a krémy na télo. [9, s. 194], [10, s. 121], [11, s. 66,67], [12, s. 96], [13, s.
67], [23, s. 149,151], [24, s. 30], [25, s. 31], [26, s. 24], [27, s. 3]

2.1.2 Rod Escherichia

Zahrnuje skupinu gramnegativnich, vétSinou pohyblivych, nesporulujicich, fakultativné
anaerobnich ty¢inek o velikosti 0,4 — 2 um. Jsou patogenni pro ¢loveka, zvifata, hmyz i
rostliny. Vyskytuji se v kosmetickych ptipraveich spolu s dal§imi zastupci celedi Entero-
bacteriaceae, jako jsou Serratia marcescens, Proteus mirabilis, rody Proteus a Klebsiel-
la. Tyto mikroorganizmy jsou ¢astymi pivodci infekei urogenitalniho Gstroji. Jejich vy-
skyt je zavazny zejména v détské kosmetice, konkrétné v zasypech a détskych olejich.
Rostou na zékladnich kultiva¢nich pidach pti optimalni teploté riistu 37 °C, ale mohou

rust v rozmezi teplot 18 —42 °C. [9, s. 261,262], [13, s. 71,72], [25, s. 48], [28, s. 4,5]
Escherichia coli

E.coli je typickou soucasti stievni flory ¢loveéka a uplatiiuje se pii syntéze vitaminu B a
K. Muze vsak byt pfi¢inou zdvaznych onemocnéni. Kultivacné je bakterie nendro¢na,
tudiz roste na zakladnich kultiva¢nich ptadach za ptistupu vzduchu. Na obycejnych pi-
dach tvofi mirné vypouklé, lesklé kolonie. Vzhledem k schopnosti fermentovat laktozu,
se k jeji izolaci vyuzivaji pudy s piidavkem laktézy (Endova, Mc Conkeyho), kde tvoii
syté Cervené kolonie s kovovym leskem. Patogenita bakterie vyvolava dva typy onemoc-
néni: extraintestindlni (infekce mocovych cest, ran, hnisavé procesy) a onemocnéni intes-
tinalniho traktu provazené prijmy. Mocové infekce vznikaji endogenné a to tak, Ze se
z kone¢niku dostanou do uretry, do mocového méchyte popi. do panvicek ledvin. Vzhle-
dem k anatomii ¢lovéka, trpi témito infekcemi spiSe zeny. V travicim ustroji se vyskytuji
Ctyfi typy enteropatogennich kmend. E.coli, zptisobujici prijmova onemocnéni: enteropa-
togenni v uz§im slova smyslu (EPEC), enterotoxigenni (ETEC), enteroinvazivni (EIEC) a
enterohemoragické (EHEC). EPEC zptsobuji tézké prijmy u novorozencti, ETEC vyvo-
lavaji tzv. cestovatelské prijmy (po poziti kontaminované vody nebo potravy), EIEC se
podobaji uplavici a dochézi pti nich k poskozeni bunék tlustého stieva (stolice s pfimési
krve a hlenu) a EHEC tvofi toxin, vyskytujici se v tlustém stievé a postihujici ledviny.
E.coli pasobi také pyogenni infekce — Vhodnoceni frekvence vyskytu bakterii
v infikovanych ranach se vyskytuje hned po Staphylococcus aureus. Je také jednim
z puvodct meningitidy a sepse. [5, s. 78], [9, s. 262-265], [10, s. 59], [13, s. 72,73], [23,
s. 122-125], [24, s. 34], [29], [28, s. 3], [30, s. 1,12]
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2.1.3 Rod Pseudomonas

Pseudomonady jsou gramnegativni, pohyblivé, nesporulujici, aerobni ty¢inky. Jsou silné
rozsifeny v pfirod¢ 1 v nemocni¢nim prostiedi. Prezivaji ve vylevkach, odpadnich vo-
dach, slabych dezinfek¢nich roztocich a v malém mnozstvi ve stolici. Velka ¢ast zastupct
tohoto rodu je povazovana za nepatogenni bakterie. V kosmetice jsou tyto bakterie ne-
bezpecné zejména v o¢ni kosmetice (o¢ni krémy, fasenky), jelikoz mohou vyvolat infekci
o¢i. Nejcastéji se zde vyskytuje Pseudomonas aeruginosa, ktera mize zptusobovat zmi-
néné infekce o¢i nebo infekce popalenin. Vyznacuji se vysokou odolnosti k chemickym 1
fyzikalnim faktorim a tvorbou pigmentu. Kultivace téchto bakterii je nenaro¢na a opti-
malni teplota rustu je 25 — 30 °C. [12, s. 103], [13, s. 79], [23, s. 102], [24, s. 37],
[25, s. 47]

Pseudomonas aeruginosa

Oznacuje se jako vSudypfitomné bakterie, vyskytujici se zejména ve vodnich zdrojich.
Roste na agarovych pidach, kde tvoii mazlavé kolonie s nepravidelnymi okraji a perle-
tovym leskem. Vyznacuje se ndpadnou ,,vini* (zprvu ovocnd, poté amoniakalné pachne)
a obvykle vyvolava infekce mocovych cest, zpisobuje sepse, infikuje popaleniny a bér-
cové viedy a je pivodcem infekce respiraéniho traktu. Casto se vyskytuje v nemocniénim
prostfedi, predev§im na JIP, ARO a novorozeneckém oddéleni, kde kontaminuje dychaci
pristroje a Casto tak patfi mezi ptivodce nozokomialnich infekci. K onemocnéni, ale do-
chézi pfedevsim u osob s naruSenou imunitou. Bakterie produkuje modrozeleny pigment
pyocyanin, ktery pii onemocnéni zbarvuje sekret a hnis. Vzhledem K jejimu vysokému
stupni rezistence k antibiotikiim, je nutné 1é¢bu infekci provadét dle stanovené citlivosti
na antibiotika. [9, s. 246], [10, s. 121], [11, s. 86], [12, s. 103], [13, s. 79], [23, s. 102],
[24, s. 37], [31, s. 8]

2.1.4 Rod Bacillus

Jsou grampozitivni, sporulujici, aerobni tyCinky. Jeho zastupci se bézn¢ vyskytuji
Vv ptirodé, zejména v pudé. Setkdme se s nimi taky pii kontaminaci zivnych piid, kde tvoii
velké, drsné kolonie. Vétsina druhti je nepatogennich, vyjimku tvoti Bacillus anthracis,
ktery je patogenni pro ¢lovéka i zvife. Velka fada je vyuZivana primyslové jako produ-
centi antibiotik napt. Bacillus subtilis. Spole¢nym znakem vSech bacilti je tvorba endo-
spor, které jsou vybaveny odolnosti k dezinfekénim ¢inidlam, teplu a radiaci. [9, s. 227],

[10, s. 60], [23, s. 159], [24, s. 43]
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Bacillus subtilis

Patii mezi nejrozsifenéjsi bacily a je témet vSudyptitomny (vzduch, hlina, stolice, voda).
Roste na oby¢ejnych pudach pti teploté 37 °C. V bujonu se projevuje sedimentem, podo-
bajici se chomacku predené¢ho skla. Na pevnych ptadach tvoii velké kolonie s plsténym
vzhledem. Na krevnim agaru kolem kolonii netvoii hemolyzu. Tento bacil je primyslové
vyuzivany, jelikoz je schopny produkovat antibiotika. Mze vyvolat onemocnéni clovéka
— bakteriemii, otravu z potravin, infekci respira¢niho traktu a sepsi. O¢ni kosmetika a
nevhodné konzervované systémy mohou dovolit bacilu pfezit, klicit a aktivné se mnozit.

[9, s. 227, 229], [10, s. 121], [18, 5. 270], [23, s. 159, 160], [32, S. 358]

2.2 Kvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni, eukaryotické mikroorganizmy, které se mnozi pievazné pu-
¢enim. Spolu s plisnémi se fadi mezi houby. Vyskytuji se zejména v teplém a vlhkém
prostiedi, coz znamena vlhké ru¢niky, kartaCky na zuby a ruce, houby na myti nadobi atd.
V kosmetickych piipravcich jsou pfitomné zejména v ocni kosmetice. Nazev se poji
s jejich schopnosti zkvaSovat monosacharidy, popt. disacharidy a trisacharidy na etanol a
oxid uhli¢ity. Nejc€astéjsi tvar je kratce elipsoidni, ptipadné kulovity az vejCity. Velikost
bunék byva okolo 10 um a Sitka téchto buné€k je vétSinou 3 — 6 um. VétSina kvasinek je
fakultativn€ anaerobnich, avSak pfi anaerobni kultivaci je potfeba stopova davka kysliku.
Rostou v kyselém pH (4,0 — 6,5) a optimalni teplota jejich rustu je 25 — 30 °C. Pti kulti-
vaci na pevném médiu, se kvasinky podobaji bakterialnim koloniim. N&které z nich maji
velky prumyslovy vyznam (vyroba piva, vina), jiné mohou vyvolavat onemocnéni kuze,
podkoZi nebo dokonce systémova onemocnéni. Tyto mikroorganizmy vyvoléavaji u ¢lo-
véka mykoézy. Infekce mohou probihat bud’ povrchové, coz znamena postihnuti kiize,
vlasti, nehtil a sliznice, nebo zpusobuji infekce hluboké, které miizou zasahnout organy.
Nejcastéji se vyskytuji u osob s oslabenym imunitnim systémem, u diabetikl, u lidi se
zubnimi ndhradami, déle postihuji pacienty dlouhodobé upoutané na lizko a osoby
s nedostate¢nou hygienou. Prvofadymi ptivodci povrchovych i systémovych endogennich
onemocnéni jsou mikroorganizmy rodu Candida, konkrétné C. albicans. [1, s. 199], [9, s.
354], [11, s. 169], [12, s. 80], [13, s. 30, 31], [16, s. 45], [17, s. 45], [18, s. 57], [25, s. 50],
[33,s. 20], [34, s. 88], [35, s. 7, 8], [36, s. 13], [37, s. 5]
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2.2.1 Candida albicans

C. albicans (Obr. 1.) je acrobni mikroorganizmus, ktery roste pii 37 i 20 °C. Kultivuje se
na Sabouraudové agaru, kde za 24 — 48 hodin vytvari smetanové bilé kolonie, fidké kon-
zistence, s typickym kvasinkovym pachem. Starsi kolonie se vyznacuji pachem syra. Pro-
jevuje se prevazné jako patogenni houba. V mensim mnozstvi se vyskytuje jako komen-
zal na klzi a sliznicich avsak za danych podminek (teplo, vlhko, macerace, poruseni koz-
niho povrchu, zmény pH, antibiotika,...) dochazi ke zvySeni virulence, jejiz nésledek je
invaze kvasinek do tkané. Vznikaji tak ustni a genitalni infekce, Supinaté ekzémy, svédé-
ni kiize a afty. Mize se $ifit i hematogenni cestou, ¢imz postihuje plice, gastrointestinalni
trakt a ledviny. [9, s. 352, 354], [11, s. 170], [12, s. 114, 115], [13, s. 98], [23, s. 271,
272], [35, s. 76], [38, s. 6]

7

Obr. 1. Candida albicans [39]

2.2.2 Rod Saccharomyces

Tento rod je technologicky nejdulezitéjsi, jelikoz je schopen zkvaSovat nékolik druhii
cukrt. Bunky maji elipsoidni, vej¢ity nebo protahly tvar. Nejvyznamnéjsi je S.cerevisiae,
jejiz Cista kultura se vyuziva k vyrob€ piva, vina a jinych alkoholickych népojl a pekai-

ského drozdi. [18, s. 295], [34, s. 144]

2.3 Plisné

Jsou to mnohobunécné, eukaryotické, heterotrofni a aerobni mikroorganizmy, které se
rozmnozuji pohlavné nebo nepohlavné. Jsou soucasti Zivé ptirody a plni roli destruentl
pii rozkladu organické hmoty. Vyskytuji se ve tvaru vldken (hyf), které se zpravidla vétvi

a splétaji v podhoubi (mycelium). Cast mycelia vyriistd nad povrchem a ¢ast vriista do



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

substratu, z kterého Cerpa nutricni latky. Maji mnoho specializovanych struktur, které
maji specifické funkce. Jejich optimalni rastova teplota je 20 — 30 °C a pH 4,5 — 5,5. N¢-
které druhy zptsobuji u ¢lovéka plisiova onemocnéni kiize, vlasu a nehtd. [1, s. 199],

[11, s. 169], [13, s. 30], [16, s. 45], [17, s. 61], [23, 5. 269], [33, s. 20], [40, S. 95]

2.3.1 Rod Aspergillus (kropidlak)

Rostou dobfe na riznych typech pudy, v Sirokém teplotnim rozmezi za 2 — 4 dny. Houby
tvofi chmyfité kolonie zbarvené dle barvy mikrokonidii (zlut€, modrozelené, Sedozelené,
cerné), nekdy tvori sametovy povlak (Obr. 2.). Vyskytuji se v prostiedi, tudiz se na ¢lo-
veka vétSinou prenesou vzdusnou Carou, inhalaci mikrokonidie. Zptsobuji zavazna one-
mocnéni, zvand aspergiloza, ktera postihuje plice, usi a centralni nervovy systém. Infekce
jsou mnohdy nozokomialniho charakteru a ohroZeni jsou ptedev§im pacienti s oslabenou
imunitou. Zdrojem infekce mohou byt stavebni prace, ventilatory, koberce, ptaci trus.
Neékteré kmeny tvofi mykotoxiny, které jsou karcinogenni a mohou se vyskytovat
Vv burskych ofiskach, hrachu, ovoci nebo v celozrnné mouce. [9, s. 356, 357], [18, s. 98],
[11,s.172], [12, s. 115, 116], [23, s. 270-274], [34, s. 26,27]

Obr. 2. Aspergillus [41]

2.4 Cinnost mikroorganizmi v kosmetickych p¥ipravcich

Kromé¢ zdravotniho rizika, mohou mikroorganizmy zpisobovat nezadouci zmény kosme-

tickych ptipravkl, mezi které patfi:

e zména barvy a vzhledu

e 7zména viné

zména pH

pokles viskozity
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e zdkal a zeslizovaténi

e snizeni stability emulzi, rozklad emulgatort
e 7luknuti

e tvorba plynu

e rozklad konzervaénich latek (rod Pseudomonas) [42, s. 10]

Lipolytické tc¢inky, coz znamend schopnost hydrolytického rozkladu tuku na glycerol a
volné mastné kyseliny maji pfedev§im rody Pseudomonas, Bacillus, Escherichia a nékte-
ré kvasinky a plisn¢. Proteolytické ti¢inky ma rod Pseudomonas a Bacillus. Nékteré dru-
hy plisni zpisobuji oxidativni zmény, pfi kterych vznikaji oxokyseliny, peroxidy, aldehy-

dy a ketony. [42, s. 10]

2.5 Mikrobiologie kosmetickych pripravki

Mnohé kosmetické piipravky vyzaduji mikrobiologickou kontrolu, ktera ma upozornit na
nedostatky vyrobku. Jedna se predevsim o pletové krémy, pletova mléka, pudry, zasypy,
zubni pasty, rténky a pletové masky. Mnozstvi mikroorganizmti je vysledkem toho, jaka
pozornost byla vénovana hygienickému hledisku pfi vyrobé ptipravkil. Snahou vyrobce je
tedy minimalizovat vyskyt nezadoucich mikroorganizmu. Ptestoze kosmetické ptipravky
nemaji ptiznivé podminky pro rst mikroorganizmi, mohou vyrobky obsahovat az milio-

ny mikroorganizmi v 1 g. [43, s. 110]

2.5.1 Pletové krémy a pletova mléka

Tyto vyrobky jsou pomérné¢ vhodnym prostiedim pro rozvoj bakterii, kvasinek a plisni.
Kontaminace plisnémi rodu Aspergillus a Penicillium se projevuje na povrchu krému, ve
formé rtizn€ barevnych skvrn (zelenavé, Zlutavé, hnédocerné), prostupujicich do hlubsich
vrstev. Tim je vyrobek v pomémné kratké dobé znehodnocen. Pti zjistovani celkového
poctu mikrobli u kosmetickych ptipravkil, se pouziva zpravidla masopeptonovy agar. U
zjiStovani bakterii skupiny coli-aerogenes je vyuzivano Endova agaru nebo agaru
s trypaflavinem a bromtymolovou modii. Hemolytické mikroby se zjiStuji na krevnim
agaru a sladinového agaru se vyuziva u kvasinek a plisni. V pletovych krémech a pleto-
vych mlékach nizké jakosti bylo zjisténo 10 000 mikrobi v 1 g, 1000 kvasinek a 500
plisni. V nékterych ptipadech byla odhalena pfitomnost Escherichia coli, Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. Pokud by doslo ke kontaminaci patogennich mikro-

organizm, vyrobek se musi pozastavit. [43, s. 110]
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2.5.2 Pudry a zasypy

K vyrob¢ pudrti a zasypii se Casto pouzivaji suroviny, které jsou zdrojem MO. Jsou zde
pfitomny bakterie, kvasinky i plisn¢, a to v mnozstvi nékolika desitek tisic v 1 g. Pokud
obsahuje vyrobek pies 500 kvasinek v 1 g a plisni pies 100 v 1 g, jsou tyto pocty indika-
torem nevhodné nastavenych vyrobnich procest. V zasypech se vyskytuji i hnilobné bak-

terie, kterym je potieba vénovat zvysenou pozornost. [43,s. 111]

2.5.3 Zubni pasty

V zubni pasté byvaji nejCastéji pfitomny bakterie, méné kvasinky a plisné. VEtsi mnoz-
stvi MO svéd¢i o hygienickych nedostatcich pii vyrobé. [43, s. 111]

2.5.4 Rténky

U rtének zpravidla nedochazi k mikrobiologickym zavadam. Vyskytne-li se n&jaky MO
na rténkach, jde vétSinou o povrchovou plisen. [43, s. 111]

2.5.5 Kolinské vody a parfémy

Z diivodu pritomnosti vysoké koncentrace etanolu jsou tyto vyrobky mikrobiologicky

nezavadné. [43, s. 111]
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3 HYGIENICKA PRAVIDLA VYROBNIHO ZAVODU

Kosmeticky piipravek nesmi ptedstavovat riziko ohrozeni zdravi spotiebitele v dusledku
pritomnosti mikroorganizmui. Hlavnim cilem hygienického programu vyrobniho provozu
je mikrobialni kontrola. Ma zasadni vyznam pro ochranu surovin, vyrobni proces a final-
ni vyrobek. Existuje osm faktord ovlivitujici mikrobidlni prosttedi zdvodu. Prvni skupinu
tvofi tfi pracovni faktory: Cistici a sanitarni postupy, osobni hygiena zaméstnancti a ma-
nipulace se surovinami. Druhd skupina se skldda z péti technickych faktort, mezi které
spada: sanitace pfistrojii, zafizeni, skladu, vody a vzduchového systému. Kazdy z téchto
faktor funguje jako soucéast kompletni sanitace. Pokud dojde k nedodrzeni nékterého

z faktorti, material nebo vyrobek se stava nadchylny ke kontaminaci. [10, s. 74], [44, s. 32]

vvvvvv

MO, na ktery ma dezinfekéni latka puasobit, zdivodu rizné citlivosti MO
k antimikrobnim latkam. Dal$im faktorem jsou podminky, za kterych je latka pouZita
(teplota, koncentrace, doba pusobeni latky). Neopomenutelnd je rovnéZ povaha materialu,

na ktery latka pusobi. [17, s. 115, 116]

Mezi hlavni skupiny dezinfekénich prostfedkll se fadi halogeny, kyseliny, oxida¢ni pro-
stitedky, louhy, slouceniny tézkych kovi, alkoholy, aldehydy, tenzidy a cyklické slouce-
niny. [11, s. 48, 49], [13, s. 215-219], [33, s. 92-94], [45, s. 31-36], [46, s. 125-126]

Dezinfekce je slozity proces, jehoz pribéh muze ovliviiovat mnoho vnitinich 1 vnéjSich
faktorii. Proto se obecné doporucuje zachovat dvouetapovy postup, coz znamena, ze dez-

infekci by méla predchazet mechanicka ocista. [10, s. 77], [33, s. 90]
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4 KONTAMINACE KOSMETICKEHO PROSTREDKU

Kosmetické ptipravky se mohou vyrabét a prodavat jen za piedpokladu, Ze nejsou kon-
taminovany patogennimi mikroorganizmy, jelikoz pii uzivani pfichdzi do styku
S pokozkou poptipadé se sliznicemi. Avsak i v pfipadé, ze mikroorganizmy nejsou pato-
genni, kontaminace je nevhodnd jak ze strany uzivatele, tak ze strany vyrobce. Vyplyva
Z toho totiz, Ze vyrobni proces probéhl nehygienicky, tudiz doslo k zhorSeni kvality vy-
robku. Vysledkem mikrobidlni kontaminace je pak nezddouci zména vlastnosti kosmetic-
kého prostiedku (zména barvy, viin€, viskozity, t¢inku), zptisobena mikrobialnim rozkla-
dem slozek kosmetického prostiedku a produkci metaboliti. Dal$im nezadoucim vysled-
kem muze byt zdravotni riziko, v piipad¢ kosmetickych prostredkil jsou to zejména kozni

infekce rukou a oci. [1, s. 200], [25, s. 44]

4.1 Primarni a sekundarni kontaminace

Kosmetické produkty mohou byt kontaminovany dvéma zpiisoby. Pokud doslo ke kon-
taminaci mikroorganizmy béhem vyroby, nazyvame tuto kontaminaci jako primarni.
Kontaminace vznikajici béhem pouzivani vyrobku spotiebitelem se oznacuje jako sekun-
darni kontaminace. Zatimco zdrojem primarni kontaminace je nejcastéji voda pouZita pii
vyrobé a mikroorganizmy v ni pfitomné (pfedev$im gramnegativni tyCinky), sekundarni
kontaminace pochdazi z bakterii z rukou a z prostiedi (grampozitivni koky a grampozitivni
ty€inky). K zabranéni kontaminace vznikajici pfi vyrobé a plnéni, je nutné zajistit Cisté
pracovni prostiedi, instalaci prachovych filtri do ventila¢niho systému, instalaci odvlh-
covaci, sterilizaci vody teplem a UV zafenim, sterilizaci surovin a Skoleni zaméstnancti o
hygiené prace. [1, s. 200], [47, s. 4]

Kazda zem¢ ma sv¢ vlastni normy pro povoleny pocet bakterii ve finalnim vyrobku. Na-
ptiklad v Americe je povolen pocet zivych bakterii v 1 g vyrobku méné nez 500, oproti
tomu v Japonsku pocet bakterii v 1 g nesmi piekrocit hodnotu 1000. V obou zemich jsou

vSak patogenni mikroorganizmy nepfijatelné. [1, s. 200]

4.2 Zdroje mikrobialni kontaminace

Suroviny, pfi¢emz z ptirodnich zdroji hrozi vyssi riziko kontaminace nez ze syntetickych

surovin, které byvaji mikrobidlné ,,Cisté®.
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Voda, ktera je frekventovanym zdrojem kontaminace a to piedev§im diky koliformnim

bakteriim a pseudomonadam.

Lidské zdroje, kde pii béZzném dennim pouzivani spotiebitelem dochazi ke kontaminaci
mikroflorou kiize. Pfi automatizaci vyroby se snizuje piimy kontakt pracovnikd s vyrob-

kem.
Strojni zarizeni a prostedi vyroby, kde je nutna dezinfekce a Cisténi.

Mezi zdroje mikrobidlni kontaminace jsou fazeny i obaly a vyrobni prostredi. [25, s. 45],
[48, s. 6]

4.3 Spravna vyrobni praxe

Primarni kontaminaci lze pfedejit striktnim dodrZovanim ,,spravné vyrobni praxe®
(GMP). Ukolem tohoto standardu, obecn& znamého jako GMP, je zajistit finalnim vyrob-
kiim adekvatni kvalitu. To se tyka vSech aspektii v rdmci pfijmu a skladovani suroviny
pres fazi vyrobniho procesu az po piepravu hotového vyrobku. Spadéa zde také kontrola
vzduchu, vhodné konstrukce a vybaveni budov a Skoleni personalu. Pokud vyrobce ne-
spliiuje podminky GMP, produkt se pro spotiebitele stava nepfijatelnym. [1, s. 200-206],
[45, s. 395], [49, s. 81]

Aby vyrobek nebyl primarné kontaminovan, mél by byt vyroben v hygienickém prostie-
di, za hygienickych postupi. Mezi zplsoby zajisténi hygienického vyrobniho prostiedi
fadime:
e Vyuziti filtrh k odstranéni prachu — jeden gram prachu mliZze obsahovat aZ milion
mikrobi
e Provadéni odvlhéovani vzduchu — ve vlhkém vzduchu preziva velky pocet gram-
negativnich bakterii
e Pouriti filtrt HEPA, které poskytuji velmi vysoky stupen cistoty
e Nainstalovani dvojitych dvefi nebo pretlakového systému, které zamezi vstupu

neosetienému vzduchu do mistnosti [1, s. 207]
K dal$im nezbytnostem patfi pouceni o pracovnich postupech, s diirazem na nasledujici:

e Piitomnost obrovského mnozstvi bakterii na prstech a jak je odstranit

e Teorie a praxe steriliza¢nich metod (suseni, UV, chemikalie,...)
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e Zpusoby odstranovani prachu a mikroorganizml z pracovnich odévii, obuvi atd.

[1, s. 207]

Za ucelem zvySeni ptesnosti, byl zaveden pojem ,,validace®. Tento pojem definuje, ze
nestaci jen zavést GMP, ale procesy a postupy musi byt vhodné navrzeny, védecky pod-
loZzeny a systematicky kontrolovany, aby se zjistilo, zda bylo dosazeno vytycenych cilt.

[1, s. 207], [50, s. 91]

4.4 Ochrana vyrobku proti ristu mikroorganizmii

Existuji riizné zplsoby, jak vyrobek pfed ristem mikroorganizmii ochranit. Jeden
Z nejbéznéjsich zpusobu je pfidani antimikrobidlni latky. Déle se vyuziva sterilni nebo
aseptické vyroby a plnéni do obalovych materialli, coz zabranuje mikrobialni kontamina-
ci béhem skladovani a pouzivani. V neposledni fad€ se vyuzivd sniZeni aktivity vody

vV kosmetickém ptipravku. [51, s. 163]

4.5 Mikrobialni limity

Soucasnym trendem je vyZadovat kvantitativni mikrobialni limity. Mezi hlavni hygienic-
ka kritéria patfi:

e Mikrobidlni limity pro finalni produkty. Maximalné¢ 1000 organismii/g nebo v 1
ml, absence Staphylococcus aureus, enterobakterie, Candida albicans a Pseudo-
monas aeruginosa V jednom gramu nebo mililitru vyrobku. Vyjimku tvofi pfi-
pravky pro péci o dité, ptipravky urcené k oc¢ni aplikaci a vyrobky pro intimni hy-
gienu, kde maximum tvoii 100 organismi/g nebo ml a absence Staphylococcus
aureus, enterobakterie, Candida albicans a Pseudomonas aeruginosa v jednom
gramu nebo mililitru vyrobku.

e Mikrobidlni limity pro suroviny. Maximum 100 organisml/g nebo ml a absence
Staphylococcus aureus, enterobakterie, Candida albicans a Pseudomonas aerugi-
nosa v jednom gramu nebo mililitru vyrobku. [51, s. 783], [52, s. 7], [53]
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5 VLIVY VNEJSIHO PROSTREDI NA MIKROORGANIZMY

Zivotni aktivita, riist a mnozeni mikroorganizmt jsou zavislé na podminkach vn&jsiho
prostiedi. K rozmnoZovéani mikroorganizmu je potieba dostate¢né mnoZzstvi zivin, energie
a vhodné fyzikalni, chemické a biologické podminky. Mikroorganizmy jsou k piisobeni
téchto faktord velmi citlivé a rychle na n€ reaguji. Vliv faktor vnéjSiho prostredi mize
pusobit bud’ ptiznive, coz se vyuziva k urychleni ristu ¢i k zvySeni metabolické aktivity,
nebo nepiiznivé. Pokud plsobi faktor negativné, projevi se to snizenim poctu bunék, za-
stavenim jejich déleni nebo odumienim. Na obrazku ¢. 3 je zobrazena charakteristicka
kiivka s vyraznym minimalnim, optimalnim a maximalnim bodem piisobeni faktori vnéj-
Sitho prostfedi. Minimalni u€inek faktoru 1ze vztahovat k zacatku riistu a zahdjeni metabo-
lickych procest, tudiz koncentrace faktoru ma témét zanedbatelny vliv na aktivitu buiiky.
Pti optimalnim pisobeni odpovidd mikroorganizmus maximalni rychlosti rstu, popftipa-
d¢ nejvyssi metabolickou aktivitou. V bodé¢ maximalniho ptsobeni dochézi k zastaveni

metabolickych procest @ odumirani bun¢k. [17, s. 102, 103], [54, s. 48, 50]

Intenzita Zivotniho Gkonu

Minimum Maximum

Interzita plsobeni vndjsiho initele
Obr. 3. Piisobeni vnéjsich ciniteli na bakterie [17, s. 102]

Mikroorganizmy maji také schopnost adaptace k vn&jsimu prostiedi, coz znamena pii-
zpusobeni vnéjSim podminkdm zmeénou enzymového vybaveni nebo zménou slozeni a

tvaru bunék. [17, s. 102]
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4

5.1 Podminky ovliviiujici ticinek vnéjsSich faktori

e Povaha a intenzita pisobeni faktoru. VétSina fyzikdlnich a chemickych faktort,
oproti antibiotikiim, postihuje téméf viechny bakterie. Cim intenzivngji piisobi
fyzikalni faktory, pfip. ¢im koncentrovanéjsi je chemikalie, tim rychleji jsou mik-
roby zlikvidovany (zavislost neni linearni).

e Povaha a fyziologicky stav organizmu. Mladé¢ bunky a buiiky ve vegetativni for-
me jsou vyraznéji citlivéjsi nez staré buiiky a buiiky v klidové formé.

e Doba piisobeni. Cim déle faktor plisobi, tim vice jsou mikroorganizmy likvidova-
ny.

e Povaha prostiedi. Uinek faktoru miize byt zeslaben (pf. silné viskézni prostiedi)

nebo zesilen (pf. zména pH) povahou prostiedi. [17, s. 103, 104], [55, s. 198]

5.2 Mechanizmus ucinku vnéjSich faktoru

Plsobeni negativnich faktorti vede k poskozeni zivotné dilezitych systémd, které mutze
vést az k hynuti bun¢k. Mize dochazet k poskozeni bunécné stény, k poskozeni cyto-
plazmatické membrany a naruSeni jeji permeability, Kk inhibici enzymatické aktivity,
k zastaveni procesi biosyntézy, ke zmén¢ struktury a vlastnosti cytoplazmy a k poskozeni

genetického materialu (ptisobenim mutagenit). [54, s. 50]
5.3 Faktory vnéjSiho prostiedi

5.3.1 Teplota

Teplota prostfedi je jednim z nejvyznamnéjsich Ciniteltt ovliviwgjicich Zivotni pochody
mikrobialnich bun¢k a rychlost jejich rozmnozovani. Bakterie mohou obecné rust od -10
do 90 °C. Rozlisuji se tfi zakladni teploty: minimalni teplota, ktera udava nejnizsi teplotu,
pti které ma MO schopnost se rozmnozovat, optimalni teplotu, kde se rozmnozuje nej-
vys8i rychlosti a teplotu maximalni, coZ je nejvyssi teplota, pti které se dany druh roz-
mnozuje. Podle vztahu k teploté se mikroorganizmy ¢leni do t¥i skupin: psychrofilni,
mezofilni a termofilni. Psychrofilni bakterie maji optimum ristu pod 20 °C a pomérné
rychle rostou v rozmezi 0 — 5 °C. Nékteré plisn€ jsou schopny pomalého rlstu jesté pii
teplotach -5 °C. Psychrotrofni mikroorganizmy jsou takové, které se rozmnozuji pii tep-
lotdich 0 — 10 °C bez ohledu na jejich optimalni teplotu. Optimum rastu u mezofilnich

bakterii je 20 — 40 °C, pfi¢emz u bakterii je to nejcastéji 37 °C, u kvasinek a plisni pak
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kolem 30 °C. Termofilni mikroorganizmy maji optimalni teplotu riistu nad 45 °C, avSak
pro vétsinu je optimalni teplota 50 — 60 °C. Existuji 1 vyjimky, které rostou pfi teploté 80
°C nebo dokonce nad 100 °C. [9, s. 86], [17, s. 105], [18, s. 165-168]

Smrtici €inky vysokych teplot se nazyvaji smrtici (letalni) teplotou. Ta vyjadiuje nejniz-
§i teplotu, pfi které jsou MO usmrceny béhem urcité doby. Kratkodobé zvyseni teploty
nad maximalni teplotu vyvolava teplotni Sok. Obecné Ize fici, ze teplota ptresahujici hod-
notu maximalni teploty usmrcuje MO, pokud ptisobi dostatecné dlouhou dobu. Probéhne
zde nevratna denaturace zivotn¢ dulezitych enzymii. Naopak pii nizSich teplotach nez
minimalnich teplotach ristu, preziva vétsina MO pomérné dlouho. Jsou-li vSak ptrenese-
ny z optimalni teploty na teplotu okolo 0 °C, dochazi k tzv. chladovému Soku, projevujici
se ztratou zivotnosti velké Casti populace. Zvlast’ neptiznivé pusobi pomalé snizovani
teploty pod 0 °C, jelikoZ pfi ném vznikaji velké ledové krystalky, které butiku poskozuji a
usmrcuji ji. Naopak rychlé zmrazeni na teploty -30 az -90 °C uchova vétsSinu buné€k zivo-
taschopnych, nebot” se vytvari jen malé krystalky ledu, které nemaji tak skodlivy Gc¢inek.
Ke konzervaénim postupiim patii rychlé zmrazeni bun¢k MO v roztoku peptonu nebo
bilkovin s naslednou sublimaci vody. Tim vzniknou lyofilizované kultury se Zivotnosti
nekolika let. Je tfeba si uvédomit, Zze zmrazenim potravin nedochazi k usmrceni MO,

pouze k zastaveni jejich ¢innosti. [17, s. 106], [52, s. 69], [54, s. 201, 202]

5.3.2 Vodni aktivita

Voda predstavuje nezbytnou slozku bunééné hmoty a piedstavuje prostiedi, ve kterém
probihaji veSkeré chemické reakce. Jelikoz nedisociované molekuly vody mohou volné
difundovat cytoplazmatickou membranou, k jejimu udrZeni uvnit buiiky a k zachovani
metabolizmu, musi byt dostate¢né mnozstvi vody 1 ve vnéjSim prostiedi. Stupenn dostup-
nosti vody se oznacuje jako vodni aktivita ay. Vodni aktivita je rovna poméru tlaku vod-
nich par nad timto roztokem k tlaku vodnich par nad destilovanou vodou, za stejnych
podminek. Dosahuje hodnot od 0 do 1, pficemz ¢istd voda ma vodni aktivitu 1, moiska
vodni aktivita. VéEtSina bakterii je schopna se rozmnoZovat pifi vodni aktivité 0,99 az 0,93.
Nékteré se vSak rozmnoZzuji za nizkych vodnich aktivit 0,65 — 0,63 a pfi vysokych kon-
centracich NaCl (20 — 25 %) a nazyvaji se halofilni MO. Minimalni a,, u kvasinek je nizsi
nez u veétSiny bakterii a pohybuje se od 0,91 do 0,88. Existuji tzv. osmotolerantni kvasin-

ky, které¢ jsou schopny se rozmnoZovat i pii ay = 0,73. Plisné se nejcastéji rozmnozuji za
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niz8i vodni aktivity nez bakterie a kvasinky. Jako osmofilni plisn€ jsou nazyvany takové

druhy, u nichz je dolni limit a,, = 0,60. [17, s. 107], [18, s. 175], [54, s. 204]

Snizenim vodni aktivity prostiedi se da zabranit ¢innosti MO. Tohoto stavu 1ze dosahnout
dvéma zplisoby: odstranénim vody suSenim nebo odpafenim a zvySenim koncentrace
rozpusténych latek v prostfedi s pfidavkem vhodnych chemikalii. Mezi chemikalie vhod-
né pro snizeni vodni aktivity se fadi sachar6za nebo chlorid sodny. [17, s. 108], [18,

5. 176], [54, 5. 204]

5.3.3 pH prostredi

Koncentrace protonti vodiku v prostfedi vysoce ovlivituje rust i biochemickou ¢innost
MO. Bakterie jsou schopny se rozmnozovat pouze v uzkém rozsahu pH, oproti vétSing
plisni, u kterych je rozmezi Sirsi. Ptili§ nizké nebo naopak pftili§ vysoké pH MO usmrcu-
je. Dlivodem je inhibice enzymil a transportnich bilkovin nebo poSkozeni cytoplazmatic-
ké membrany. MO se dé€li na alkalifilni, které rostou v zasaditém prostiedi a na acidofilni,
vyzadujici kyselé prostiedi. V neutrdlnim az slabé kyselém prostfedi roste vétSina bakte-
rii. Vyjimku tvoii stfevni bakterie, které ptezivaji extrémni pH. Na obrazku ¢. 4 je zobra-
zena zavislost rychlosti ristu bakterie E. coli na pH prostiedi. Kvasinky rostou v kyselém
prostiedi, pficemz optimalni pH se pohybuje v rozmezi 4,2 — 5,5. Plisné vyzaduji neutral-
ni pH, avSak jejich pH k rozmnoZovani je velmi Siroké. pH prostfedi ovliviiuje 1 odolnost
bunék ke zvySenym teplotam, napiiklad u rodt Bacillus a Clostridium nekli¢i spory

Vv kyselém pH. Hodnota pH miiZe ovliviiovat:

e RozmnoZovani bakterii
e Rast bakterii a jejich vitalitu
e Intenzitu a charakter metabolizmu
e Odolnost bun¢k ke zvySenym teplotam
e Kyselé pH zabranuje kli¢eni spor
Vliv ma nejenom hodnota pH, ale i druh kyselin, které se na snizeni pH podili. [17, s.

112, 113], [18, s. 172, 173], [54, s. 204], [56]
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Obr. 4. Viiv pH na rist E. coli [18, s. 173]
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6 KONZERVACNI LATKY

I piesto, Ze se pii vyrob¢ kosmetickych ptipravkii dba na to, aby finalni vyrobek byl co
nejméné kontaminovan mikroorganizmy, doporucuje se do kosmetickych ptipravkl za-
budovat konzervacni latku. Ta zabrafiuje rozmnoZeni eventuelné pfitomnych mikroorga-
nizmu a zarucuje, ze je piipravek bezpecny a z mikrobiologického hlediska naprosto ne-
zéavadny. Obecné plati, ze obsah konzervantu je pomérné nizky v poméru k ostatnim

slozkam. [1, s. 201], [2, s. 44], [57, . 3]

Podle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 1223/2009 je konzervacni ptisa-
dou latka, kterd je vyhradné nebo pievazné urcena k potladeni ristu mikroorganizmi

V kosmetickém ptipravku. [4]

Ochrana kosmetického pfipravku je velmi obtizny a slozity ukol. Ptipravek musi byt
chranény od okamziku vyroby az do uplynuti expira¢ni doby. Proto je dulezité stabilizo-
vat vyrobky, zabranit zménam pfi delSim skladovéni a pti zménach riznych klimatickych
podminek. V kazdém vyrobku existuje mnoho zmén, které mohou nastat. Emulzni pro-
dukty mohou ménit viskozitu, Cistici produkty se mohou zakalit. Ddle mlize dochazet ke
zmeéné barvy a viné nebo ke zluknuti ptfitomnych oleji. Vyrobce tedy musi predvidat,

k jakym zménam by mohlo dochézet a podle toho formulovat dany vyrobek. [40, s. 92]

Kazd4 formulace se lisi, tudiz se ke kazdému vyrobku musi pfistupovat individualné.

Faktory, které jsou tfeba zvazit pro vybér konzervacni latky:

e Fyzikélni forma produktu (emulze, gel, aerosol, mast,...)

e Baleni (kov, plast, sklo, lepenka)

e Zda muze byt vyrobek, pfi pouziti spottebitelem, kontaminovan mikroorganizmy

e Zda muze byt vyrobek zniceny, pokud piijde do kontaktu s nékterym z béznych
mikroorganizmi

e Zda jsou ve vyrobku materialy, které by mohly inaktivovat konzervac¢ni latku

e Jaky je stupen Cistoty surovin pro vyrobu kosmetického ptipravku

e Zda je mozné, Ze pii vyrobé a obalovych technikach dojde k mikrobidlni konta-
minaci

e Zda bude dany vyrobek vystaven svétlu, zménam teploty, kolisani vlhkosti

[40, s. 93]
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Ne vSechny konzervac¢ni latky mohou byt pfidany do kosmetiky, né€které maji nezddouci
vlastnosti. Idealni konzervaéni latka by méla byt Gi¢inna proti Sirokému spektru mikroor-
ganizmil, mé¢la by plsobit v Sirokém rozmezi pH a pfi nizkych koncentracich. Diilezita je
i kompatibilita s ostatnimi slozkami vyrobku, bezpe¢nost a zivotnost. Konzervaéni latka
by méla byt snadno pouzitelna a jeji obsah lehce stanovitelny. [1, s. 202], [40, s. 94], [58,
s. 9], [59, s. 58], [60, s. 1]

Pouziti dvou nebo vice konzervacnich latek je ucinnéjsi nez pouziti pouze jedné konzer-

vacni latky. [61, s. 131], [60, s. 1]

Existuji tfi hlavni mechanizmy ucinku konzervantli: ztrata permeability cytoplazmatické
membrany (nasleduje uvolnéni dualezitych latek z buiiky a naruSeni produkce energie),

inaktivace esencidlnich enzymi a destrukce nukleovych kyselin. [42, s. 33]

Hlavni obavou, a to u vSech vyrobkil ur€enych pro pouziti na lidské t€lo, je mozna iritace
kize. Muze tedy vzniknout alergicka reakce na konzervaéni latku. Vzhledem
k masovému pouzivani riznych kosmetickych prostiedku je kontakt spotiebitele s uréitou
konzervaéni latkou velmi Casty, coZz zvySuje riziko kontaktnich dermatitid. [40, s. 134],

[62, s. 49]

6.1 Kyselina benzoova a kyselina sorbova

Organické kyseliny jsou jako jediné konzervacni latky povoleny pro pouziti
v biokosmetice. Kyselina benzoova je G¢inna predevsim na bakterie, ale i na kvasinky a
plisné. Pouziva se v koncentraci 0,05 — 0,1%. Je rozpustna v tucich a jeji ucinnost je pfti
pH 3 — 5. K jeji inaktivaci dochazi pii vyssim pH. Kyselina sorbova je rozpustna v tucich
a ma ucinnost v pH 4 — 5,5 (slabé G¢inna do pH 9). Plsobi proti kvasinkam a plisnim, je
slab& uc¢inna proti bakteriim. K inaktivaci dochdzi pfi vysokych hodnotach pH a pii UV
zéafeni. Maximalni teplota béhem zpracovani by méla byt u obou kyselin nizsi nez 80 °C.

[2, 5. 45], [42, 5. 34], [58, s. 21, 22], [63, s. 5, 6], [64, 5. 72], [65, s. 13], [66, S. 20]

6.2 Parabeny

Parabeny jsou estery kyseliny 4-hydroxybenzoové — methylparaben (MP), ethylparaben
(EP), propylparaben (PP) a butylparaben (BP). Na obrdzku 5 je chemicka struktura para-
bentl, kde R=methyl (CHj3), ethyl (C;Hs), propyl (CsH-) a butyl (C4Ho). [22]
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Obr. 5. Chemicka struktura parabenii [22]

Patii mezi Siroce pouzivané konzervacéni ptisady v kosmetice, potravinach a farmaceutic-
kych vyrobki. Jejich antimikrobidlni aktivita je vySsi proti mikroskopickym houbam nez
proti bateriim. Spadaji do skupiny lipofilnich konzervantii a ve formeé soli jsou rozpustné
ve vodé. Nedavno se objevily zpravy o Skodlivych Ucincich parabent na lidské zdravi.
Studie vsak ukazuji, Ze parabeny jsou prakticky netoxické a jejich karcinogenni potencial
nebyl potvrzen. Parabeny se nachazi ve vSech typech kosmetickych ptipravku (krémy,
rténky, mydla, Sampony, make-upy, depilacni ptipravky, vody po holeni) a to bud’ jednot-
livé nebo ve formé tzv. parabenového mixu. Nejcetnéji se v kosmetickych piipravcich
vyskytuje methylparaben, po ném propylparaben, ethylparaben a nejméné se vyskytuje
butylparaben. Povoleny limit pro pouziti v kosmetice je 0,8 %. V Cisté form¢ jsou para-
beny malé bezbarvé krystaly nebo krystalicky praSek, bez znatelného odéru nebo chuti.
Neprodukuji zabarveni ani nekali findlni vyrobek. Jejich vSeobecny piehled fyzikalné-

chemickych vlastnosti se nachazi v tabulce 2.

Tab. 2. Fyzikdlne-chemické viastnosti parabenii [22]

Vlastnosti Methyl Ethyl Propyl Butyl
Chemicky vzorec CsHgOs CoH1003 C10H1203 C11H1403
Molekulova
Hmotnost 152,16 166,18 180,21 194,23
Bod tani (°C) 131 116-118 96-98 68-69
Bod varu (°C) 270-280 297-298 - -
index lomu 1,525 1,505 1,505 -
p K 8,17 8,22 8,35 8,37
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Parabeny se pfipravuji esterifikaci p-hydroxybenzoové kyseliny s odpovidajicim alkoho-

lem, za pfitomnosti kyselého katalyzatoru.

Popularita pouziti parabent jako konzervac¢nich latek vychazi z jejich pozitivnich vlast-
nosti, jako je Siroké antimikrobidlni spektrum, relativné nizka toxicita, stabilita, i¢innost
v Sirokém rozmezi pH (4,5 — 7,5), biologicka rozlozitelnost a nizké naklady. Mezi nevy-
hody patii inaktivace povrchové aktivnimi latkami. Hydrofilita parabent roste od butyl-
parabenu po methylparaben. Parabeny jsou antimikrobialné aktivni na grampozitivni bak-
terie, plisné a kvasinky. Jejich u¢innost je vyssi pii pH < 7 nez pti pH nad 7. [22], [58, s.
14-17], [60, s. 1], [64, s. 8-14], [66, s. 21], [67, s. 35,46], [68, s. 3], [69, s. 6,8]

6.3 Hodnoceni G¢innosti konzervace kosmetickych pripravki

JelikoZ je kosmeticky piipravek smési mnoha slozek, miize dojit k inaktivaci konzervacni
latky. Oleje s nizkou polaritou a povrchové aktivni latky s nizkou hodnotou HLB jsou
latky s malym inaktivaénim ucinkem. Naopak oleje s vysokou polaritou a povrchové
aktivni latky s vysokou hodnotou HLB jsou slozky s vyraznym G¢inkem na inhibici kon-
zervantil. Uéinnost kosmetického piipravku se ovéfuje jiz ve stadiu vyvoje vyrobku, nebo
pfed uvedenim na trh, pomoci standardnich zatéZovych neboli pfeZivacich testli. ZkouSka
neni pozadovéana u kosmetickych vyrobki, u nichz bylo mikrobiologické riziko uré¢eno

jako nizké. [1, s. 206], [70], [71, s. 7]

Testovani zahrnuje nékolik kroki: ptiprava vzorku KP, vybér MO vhodnych pro testova-
ni, inokulace produktu MO, inkubace produktu, stanoveni poctu piezivajicich MO a

srovnani dosazenych vysledkl s vyhovujicimi standardy. [42, s. 23]

Tato zkouska je referencni metodou, kterd je primarné urcena pro kosmetické vyrobky
rozpustné ve vodé nebo misitelné s vodou. Zkouska popsana v norm& CSN EN 1SO
11930 zahrnuje uvedeni kalibrovaného mnozstvi kazdého testovaciho mikroorganizmu
do kontaktu s pfipravkem a zjisténi zmén v poc¢tu mikroorganizmii ve stanovenych ¢aso-

vych intervalech po stanovenou dobu a za stanovené teploty. [71, s. 7]

Hodnoceni konzervace kosmetickych ptipravka je zaloZeno na vneseni kultur riznych
mikroorganizmi (bakterii, kvasinek, plisni) do zkousené¢ho vyrobku. MnozZstvi ptezivaji-
cich mikroorganizmi se zjiSt'uje v urCenych intervalech béhem 28 dni. Pro kazdy kmen
Vv kazdém intervalu se vypocita hodnota logaritmického snizeni a porovna se

S minimalnimi hodnotami pozadovanymi pro hodnoceni, které jsou uvedeny v piiloze B
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vyse uvedené normy. Pokud se zkouska pouzije jako referenéni metoda, musi se ptisné
dodrzet vSechny postupy. Mikroorganizmy pfitomné ve zkouseném vyrobku by nemély

ovlivnit odecitani testovacich mikroorganizmu. [70], [71, s. 8, 9]

Testovani ucinnosti konzervacnich latek urcuje stupen odolnosti kosmetického ptipravku
vuci mikrobialni kontaminaci. Ideélni test by mél brat v avahu: riziko kontaminace b¢-
hem vyrobniho procesu, riziko kontaminace pfi bézném uzivani spotiebitelem a riziko
kontaminace pii nevhodném zachazeni s kosmetickym ptipravkem (pf. nevhodné pod-

minky uchovani KP — teplota, vihkost). [42, s. 22]

6.4 Self-preserving systém

Po celé 1éta byly na trh uvadény vyrobky bez konzervacnich latek nebo produkty, které
jsou ,,samokonzervacni® (self-preserving), jako Sampony proti lupum s kyselinou sa-
licylovou (pH 3), sterilni o¢ni kapky nebo antibiotikové masti. Tyto produkty jsou dosta-
te¢n¢ konzervovany diky jejich fyzikalné-chemickému slozeni. Praxe ukazala, ze ackoli
produkty neobsahuji klasické konzervacni latky, pfesto jsou nekontaminované a bezpecné

pro spotiebitele. [72, s. 163, 164]

Principem self-preserving systému je nastavit optimalni fyzikalné-chemické podminky
(4. nizké pH, nizka aktivita vody), prostfednictvim riznych chemikalii (napt. kyseliny,
soli, chelata¢ni ¢inidla, povrchové aktivni latky, aromatické latky, alkoholy, byliny...) a

dodrzovat GMP pfi vyrob¢. [72, s. 179, 180]

Spottebitelé dnes vyzaduji vice ptirodnich produkt. Vyrobci kosmetiky tedy musi pou-

Zivat mirnéjsi konzervanty nebo pfirodni konzervacni techniky. [72, s. 164]

Produkty bez konzervaénich latek nabizeji vyhody pro formulace, protoZe snizuji nebo
odstranuji pfitomnost chemickych konzervaénich latek, které mohou byt zdrojem podraz-
déni pokozky.

Self-preserving systém ma nasledujici vyhody:

e Snizuji se ndklady na pouZiti chemickych konzervacnich latek
e Jsou splnény pozadavky spottebiteld, kteti vyzaduji produkty bez konzervanti
e Podpora pouzivani obalti odolnych proti kontaminaci

e Snizeni nebo dokonce eliminace vznik rezistentnich organizmi [72, s. 164, 165]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

7 FAKTORY OVLIVNUJICI VYBER KONZERVACNI LATKY

Existuje cela fada faktort, které se podileji na vybéru a testovani konzervacnich piiprav-
kt pro dany vyrobek. Faktory mohou byt rtizné: fakt, zda urcitd konzervacni latka mtize
byt pouzita v konkrétni zemi, formulacni faktory, antimikrobialni ¢innost konzervacnich
latek, vliv slozek na konzervaéni latky, podminky zpracovani, baleni a mikrobiologické

vySetteni. [72, s. 57]

7.1 Formulaéni faktory

Tyto faktory mohou mit vliv na aktivitu konzerva¢nich latek. Do této skupiny faktorii

patii vodni aktivita, pH a rozpustnost konzervacnich latek. [72, s. 57]

7.1.1 Vodni aktivita

Mikroorganizmy vyzaduji dostupny zdroj vody pro bunéény rist a metabolismus. Pokud
dojde ke snizeni mnozZstvi vody, mize to na mikroorganizmy plsobit snizenim metabo-
lické aktivity, kdy nedochazi k rozmnoZovani, nebo prodlouzenim genera¢ni doby. Exis-
tuje nékolik metod, které se pouzivaji ke stanoveni vodni aktivity ve vzorku. Hodnoty
vodni aktivity pro rist a mnoZeni riznych druhd bakterii jsou dobfe znamy. Vodni aktivi-
ta bakteridlnich druht se pohybuje v rozmezi 0,99 — 0,86. VétSina grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii vSak nejsou schopny ristu pii vodni aktivité niz$i nez 0,91. Pro
rust plisni a kvasinek je hodnota vodni aktivity od 0,98 do 0,62. Pro rist MO je voda di-
lezita, nicméné je dulezité si uvédomit, ze nékteré MO i pies nizkou hodnotu vodni akti-

vity ve vyrobku pifeZivaji, ale nemnoZi se. [72, s. 66, 67]

Pteziti a rist MO nejsou v kazdém ptipravku stejné. Napiiklad Zivotaschopny Bacillus
nebo spory plisni jsou snadno izolovany z ptipravkd s malou vodni aktivitou, jelikoz ne-
dostatek vody zabranuje kliceni. Rténky a prasky jsou ptiklady bezvodych kosmetickych
vyrobkll s nizkou vodni aktivitou. I u téchto ptfipravka se bézné priddvaji konzervacni
latky k zabranéni rastu MO, kdyby doslo k neiimyslnému ptidani vody pfi pouzivani spo-
trebitelem. [72, s. 68]

Ptipravky d€lime na vyrobky s nizkou aktivitou vody (napt. prasky, laky na nehty, rtén-
Ky), coz jsou produkty méné citlivé k mikrobialni kontaminaci béhem pouzivani spotiebi-

telem. Druhou skupinou jsou vyrobky s vyssi aktivitou vody, jedna se o pletové vody,
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krémy, Sampony, kondicionéry, tekuta mydla, které jsou vysoce citlivé k mikrobidlni

kontaminaci béhem pouzivani spotiebitelem. [47, s. 4], [72, S. 68]

Vodni aktivita se liSi podle druhii ptipravki. V Tabulce €. 3 jsou piiklady hodnot vodni
aktivity a moznych druhtt MO, které jsou schopny rustu u nékterych typii kosmetickych
ptipravku. [72, s. 67, 68]

Tab. 3. Vodni aktivita kosmetickych pripravkii a druhy MO, které se v nich miizou vysky-

tovat
vodni aktivita | kosmetické pripravky druhy MO, které jsou schopny ristu
Sampony, emulze, make-
096 0.99 up kolem o¢ni oblasti, grampozitivni a gramnegativni bakterie
’ ’ krémy, pletové vody, odli- (Pseudomonas aeruginosa)
Covace
Sampony, vlasové kondi- | nékteré gramnegativni a vétSina gram-
0,90 - 0,95 cionéry, krémy, pletové pozitivnich bakterii (E. coli, Bacillus
vody, ustni vody sp.), kvasinky a plisné
0.80 089 vétSina zubnich past, né- prepozitivni bakterie (Staphylococcus
’ ' ktera mydla, rténky, krémy aureus), kvasinky a plisné
pudry, nékteré gelové zub-
0,70-0,79 halofilni bakterie, kvasinky a plisné
ni pasty, nékterd mydla
0,65 - 0,69 antiperspiranty osmotolerantni kvasinky
pod 0,6 pudrové produkty zadné

Nasledujici typy sloZzek mohou byt pouZit ke sniZzeni vodni aktivity: aminokyseliny, gly-
cerol, etylenglykol, propylenglykol, dextriny, chlorid sodny, xantinovd guma a etanol.
Tyto latky jsou schopné snizit vodni ¢innost tim, Ze absorbuji vodu z vyrobku, tudiz neni
k dispozici MO. Vysoké koncentrace cukrt (glukdza, sachardza, sorbitol) mizou vést ke

zvySeni osmotického tlaku, ale také ke snizeni vodni aktivity. [72, s. 69]
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7.1.2 pH

Vétsina MO je schopna rist pii hodnoté pH, ktera je mezi 4 az 10. Pro bakterie je opti-
malni ristové pH mezi 5,5 — 8,5. Optimalni pH pro rist u kvasinek a hub je mezi 4 — 6.
Vétsina MO, které jsou potencidlné nebezpecné pro spotiebitele nebo jejich pritomnosti
hrozi znehodnoceni produktu, rostou pravé v tomto rozsahu pH. V soucasné dobé¢ existuji
na trhu dva typy kosmetickych ptipravki, kyselé a zasadité. Mezi kyselé kosmetické pti-
pravky, majici pH mezi 3 — 5, patii vyrobky obsahujici kyselinu salicylovou, alfa-
hydroxy kyselinu, antiperspiranty obsahujici 25% roztok hydroxychloridu hlinitého a
vlasové kondicionéry. Piikladem alkalického kosmetického vyrobku s pH v rozmezi 10 —

14 jsou depilaéni krémy. [72, s. 69]

Ma-li vyrobek pH niz8i nez 4 nebo vyssi nez 10, nemusi byt pfitomna konzervacni latka.
Vysoké nebo nizké pH je schopno zabranit mnoZeni MO nebo jejich dlouhodobému pie-
ziti. Vyrobky s extrémni hodnotou pH pak maji funkci tzv. ,,samokonzervovani®.

[72, s. 69]

Kromé¢ vlivu na rist MO mlze mit pH vliv na antimikrobidlni aktivitu nebo chemickou
stabilitu konzervacni latky. Kyselina sorbovéa a benzoova jsou organické kyseliny, vyuZzi-
vajici se jako konzervaéni latky. Antimikrobidlni aktivita téchto kyselin je pfi nizkych
hodnotach pH a je na tomto faktoru zavisla. Pokud se tedy zvysi hodnota pH v daném
pripravku, antimikrobidlni aktivita téchto kyselin se snizi. Doporucuje se tedy, aby kyse-
lina sorbova a benzoovéa byly pouzity pouze u vyrobkil s pH niz§im nez 5. Kvartérni
amoniové slouCeniny maji dobrou antimikrobialni aktivitu pfi neutrdlnim nebo mirné
alkalickém pH. Jejich antimikrobidlni hodnota se pak sniZzuje u pH pod 5. Optimalni an-
timikrobidlni aktivita u benzylalkoholu je pii pH vys§im nez 5. U etanolu a parabent byla

stanovena optimalni antimikrobialni aktivita v kyselém pH. [72, s. 69, 70]

Kromé antimikrobidlni aktivity mize pH ovlivnit i chemickou stabilitu konzervaéni latky.
Je znamo, Ze nékteré konzervacni latky (pt. kyselina sorbova) jsou v kyselém prostiedi
nestabilni. Kromé kyselych hodnot pH, miZze pulsobit nepfiznivé 1 alkalické pH
(pt. chlorbutanol). V alkalickych hodnotach pH dochazi u parabentt k hydrolyze.
[72,s. 70]

Po urcité dob¢é miize dojit ke zméné pH daného preparatu, coz mize mit vliv na antimik-
robialni aktivitu konzervacnich latek zavislych na pH. Je proto dulezité si ovéfit, ze anti-

mikrobialni aktivita konzervaéni latky zavislé na pH je stabilni. [72, s. 71]
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7.1.3 Rozpustnost konzervacnich latek

Pro MO je nezbytny zdroj vody, jelikoz se mnozi pouze ve vodné fazi. Emulze je slozena
z vodné a olejové faze. V téchto typech ptipravki rostou MO ve vodné fazi, nebo se
shromazd’uji na rozhrani olej-voda. Pro zabranéni Siteni MO v emulzich, musi byt pfi-
tomny ve vodné fazi konzervacni latky v dostatecnych koncentracich. Konzervacni latky
rozpustné ve vod¢ jsou napiiklad imidazolidinyl urea nebo diazolidinyl urea. Parabeny

jsou konzervacni latky, které maji omezenou rozpustnost ve vode¢. [72, s. 71]

Existuji konzervaéni latky, které jsou vice rozpustné v oleji nez ve vodé. V emulzi (olej
ve vod¢, voda v oleji) musi byt konzervacni latka pritomna ve vodné fazi, protoze zde
pusobi proti mikrobialni kontaminaci. Je-li konzervant rozpustny ve vod¢ i v oleji, vznik-
ne rozdéleni mezi vodnou a olejovou fazi, které je ozna¢ovano jako rozdélovaci koefici-
ent. Je-li vyssi koncentrace konzervacéni latky v olejové fazi, rozdélovaci koeficient naby-
va vysokych hodnot. Je nutné podotknout, ze pfi pouziti neiontové povrchove aktivni
latky nebo emulgatoru, dojde ke zvySeni rozdélovaciho koeficientu konzervacni latky. Na
rozdélovaci koeficient plisobi i teplota. Pfi jejim zvySeni dochdzi ke zvétSeni rozdélova-
ciho koeficientu konzervantu, coz zptsobuje snizeni konzervantu ve vodné fazi. Kyselina
benzoova a parabeny jsou piiklady konzervacnich €inidel, které migruji z vodné faze do
olejové. Tim padem ztraci antimikrobialni aktivitu proti kontaminaci mikroorganizmy ve
vodné fazi. Aby k takovym situacim nedochazelo, je feSenim bud’ zvysit koncentraci
konzervacni latky ve vodné fazi, nebo omezeni rozpustnosti konzervacni piisady
Vv olejové fazi. Pfi pouziti vysokych koncentraci urCitych konzervanti muze dochézet

k podrazdéni kuze. [72, s. 71, 72]
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II. PRAKTICKA CAST
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8 MATERIALY A ZARIZENI

V této kapitole je uveden seznam chemikalii, pfistrojii a mikrooganizmui, které byly vyu-

zity béhem experimentalni ¢asti diplomové prace.

8.1 Pouzité chemikalie

SLES 70% (Sodium Laureth Sulfate), Enaspol a.s., Teplice

Tween 40 (Polyoxyethylenesorbitan monopalmitate), Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha
Flavon (Cocamidopropyl Betaine), Enaspol a.s., Teplice

Casein Enzyme Hydrolysate, HiMedia, Brno

Nutrient agar, HiMedia, Brno

Chlorid sodny, Lach-Ner s.r.o., Neratovice

Kyselina citronova, Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha

Hydroxid sodny, Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha

Destilovana voda

8.2 Testované konzervanty
Methylparaben (p-Hydroxybenzoic acid methyl ester), Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha

Propylparaben (4-Hydroxybenzoic acid propyl ester), Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha

8.3 Pristroje

Analytické vahy KERN 440-47 N, Némecko

Vysokorychlostni mixér Heidolph RZR 2020, Némecko
Biologicky bezpec¢nostni box Clean Air Techniek B.V., Nizozemi
Autoklav Varioklav H+P, Némecko

Automatické mikropipety Biohit, Finsko

Elektronicky regulované susarny a inkubatory Memmert, Némecko
Biologicky termostat BT 120, Ceska republika

Chladni¢ka Electrolux, Svédsko
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pH-metr GRYF 208L, Ceské republika
Vortex Heidolph, Reax top, Némecko
Denzitometr Unimed, Cesk4 republika

Laboratorni plasty (plastové zkumavky, Spicky pro automatické mikropipety, ockovaci
klicky a hokejky)

Laboratorni sklo (kadinky, pipety, ty¢inky, odmérny valec, odmérna barika, sterilni Petri-
ho misky, sterilni zkumavky)
8.4 Pouzité mikroorganizmy

Staphylococcus aureus CCM 3953
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

Escherichia coli CCM 3954
8.5 Dekontaminace pouzitého materialu

Vsechen pouzity material byl dekontaminovan v autoklavu pii 132°C po dobu 20 minut.
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9 METODIKA

9.1 Zasady mikrobiologické prace

Béhem prace v mikrobiologické laboratofi byly dodrzovany zasady aseptické prace. Tim
bylo zabranéno znecisténi a znehodnoceni vzorki pletovych vod a zkresleni vysledki.
Byly tedy pouzivany sterilni pomucky, které byly zbaveny mikroorganizmt pomoci au-
toklavovani, sterilizaci, zthdnim. Pro snizeni kontaminace vzorkl ze vzduchu bylo praco-
vano v bezpecnostnim boxu, kde proudil filtrovany vzduch. Dale byla provadéna pravi-

delna dezinfekce pracovnich povrchii, pomiticek a rukou.

9.2 Priprava pletové vody

K provedeni zatézového testu byla pripravena pletova voda podle zakladni formulace:

Slozka 100 % 100 g
Tween 40 9% 99
SLES (70%) 9 % 12,86 ¢
Flavon (30%) 1,8% 69
Voda 80,2 % 72,14 ¢

Nejprve byly navazeny vsechny suroviny do kadinky a nasledné michany na vysokorych-
lostnim mixeru na homogenni smés. K této zdkladni receptuie byly dale pfidany konzer-
vanty o rizné koncentraci. Byl pouzit methylparaben a propylparaben oba v koncentraci
0,4% a 0,8%. Nakonec bylo upraveno pH na 5, 7 a 8 pomoci kyseliny citronové a hydro-
xidu sodného. Vzorky pletové vody byly rozpipetovany do plastovych zkumavek a steri-
lizovany v autoklavu pii 132°C po dobu 20 minut. Po sterilizaci byly vzorky zaoCkovany
danym inokulem (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli).
Jedna sada pletovych vod tedy ptedstavovala naprosto stejné sloZeni a pH vody a liSila se
Vv druhu testované kultury. Celkové bylo pracovano s 12 sadami pletovych vod (Tabulka
4), coz znamenalo 72 zkumavek se zaockovanymi pletovymi vodami, jelikoz bylo vse
provadéno ve dvojim opakovani. Zkumavky byly jasn¢ oznaceny a skladovany pfti labo-

ratorni teploté.
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Tab. 4. Vzorky testovanych pletovych vod

vzorek konzervant koncentrace pH
1 5
2 0,4% 7
3 8
methylparaben
4 5
5 0,8% 7
6 8
7 5
8 0,4% 7
9 8
propylparaben
10 5
11 0,8% 7
12 8

9.3 Priprava rediciho roztoku

Slozeni fediciho roztoku:

Casein Enzyme Hydrolysate 0,29
Chlorid sodny 1,79
Destilované voda 200 ml

SloZky byly navazeny do sklenéné 1dhve a rozpustény v destilované vodé. Poté byl fedici

roztok rozplnén do sklenénych zkumavek a sterilizovan pii 132°C po dobu 20 minut.
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9.4 Priprava kultiva¢niho média
Slozeni kultiva¢niho média:
Nutrient agar 11,39

Destilovana voda 400 ml

Slozeni Nutrient agaru:

Masovy pepton 5,00/l
Hovézi extrakt 1,59/
Kvasniény extrakt 1,59/
NaCl 5,00/l
Agar 15,0 g/l

Konec¢né pH (pii teploté 25°C) 7,4+0,2

Do sklenéné lahve bylo navazeno 11,3 g Nutrient agaru, ktery byl rozpustén v destilované
vodé. Nasledné byl vloZen do autoklavu, kde probé¢hla sterilizaci pfi 132°C po dobu
20 minut. Po sterilizaci, samovolném ochlazeni a dokonalém promichéani bylo kultiva¢ni

médium asepticky rozlito do sterilnich Petriho misek.

9.5 Priprava zasobni kultury

K provedeni testu byly pouzity kultury Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
a Escherichia coli. Z téchto kultur byla pfipravena pomoci kiizového roztéru prvni sub-
kultura. Staphylococcus aureus a Escherichia coli byly kultivovany pii 37°C po dobu 48
hodin a Pseudomonas aeruginosa pii 30°C po dobu 48 hodin. Z této prvni subkultury

byla obdobné pfipravena druhd subkultura, ktera byla pouZita na ptipravu inokula.

Postup kiiZového roztéru:

Do ocka vyzihané klicky byla nabrana kultura, kterd byla rozetfena na agar ve formé ova-
lu. Po vyzihani klicky byly z ovalu rozetfeny rovnobézné ¢ary. Dalsi ¢ary byly rozetfeny
op¢t vyzihanou kli¢kou tak, aby kolmo protinaly ptedeslé ¢ary. Poté byla kli¢ka vyzihana

a byly udélany dalsi ¢ary ptes predchozi. Na zavér byl pies posledni ¢ary ud€lan hadek.
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9.6 Priprava inokula

Z ptipravené druhé subkultury byl sterilni klickou odebran vzorek mikroorganizmua a
pienesen do zkumavky s fedicim roztokem. Po promichani na vortexu byl zméfen zakal
na denzitometru, ktery musel odpovidat 1. stupni McFarlandovy zékalové stupnice. Po-
kud byla hodnota nizsi, byly mikroorganizmy ptidany, pokud hodnota tento stupen piesa-
hovala, byl roztok nafedén. Takto pfipravenym inokulem byly zao¢kovany vzorky plet'o-

vych vod. Do kazdého vzorku bylo nepipetovano 100 ul inokula.

9.7 Postup pri odbéru vzorku

Vzorky byly odebirdny v intervalu 0, 7, 14 a 28 dni. V ¢ase 0 byly vzorky pletové vody
nafedény na 10° a poté mikropipetou preneseny na Petriho misku s agarem, kde byly
rozetteny sterilni plastovou hokejkou. Misky byly nasledné kultivovany v ptipadé Sta-
phylococcus aureus a Escherichia coli pfi teploté 37°C a Pseudomonas aeruginosa pii
30°C po dobu 48 hodin. Na zavér byly spocitany kolonie mikroorganizmi a vypocitany
kolonie tvotici jednoteky v 1 ml (CFU/ml). Tento pocet odpovidal po¢tu bun¢k zaocko-
vanych do jednotlivych vzorki pletové vody. Odbér vzorku po 7, 14 a 28 dnech mél stej-

ny prubé¢h jako odbér vzorku v €ase 0. Ke zméné dochézelo jen u poctu fedéni.
Postup pfi fedéni:

0,5 ml vzorku bylo asepticky preneseno do zkumavky s 4,5 ml sterilniho fediciho rozto-
ku. Obsah byl dikladné promichan. Takto bylo postupovano dal, nez bylo dosazeno od-

povidajici fedeni.
9.8 Vypocet poctu kolonii tvoricich jednotek CFU

K vyhodnocovéni po¢tu mikroorganizmu ve vzorku byl pouzit vypocet CFU:

prumérny pocet kolonil 1000(ul)

CFU/ml =
/ redeni pipetovany objem (ul)

1)
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9.9 Zkouska ucéinnosti konzervace

Vysledky konzervacnich ucinkii parabenti byly srovnany s mezinarodni normou
CSN EN IS0 11930. Z mnozstvi mikroorganizmti v danych intervalech byly vypogitany
hodnoty logaritmického snizeni a porovnany s hodnoticimi kritérii pro test uc¢innosti kon-

zervace (Tabulka 5), ktera se nachazi v ptiloze B zminéné normy.
Vypocet pro snizeni poc¢tu mikroorganizmi, vyjadiené v logaritmickych jednotkach:
R, = IgN, — IgN,
)
kde:
No — pocet mikroorganizmil zaockovanych v Case tg
Nx — pocet ptezivajicich mikroorganizmu v kazdém intervalu odbéru vzork tx

Tab. 5. Hodnotici kritéria

Pozadované hodnoty sniZeni v log

Mikroorganizmy Bakterie
Interval T7 T14 T28
Kritéria A >3 >3 aNI >3 aNI
Kritéria B neprovedeno >3 >3 aNI

Ptijatelné rozpéti odchylky 0,5 log

NI: Zadné zvySeni poctu od ptedchoziho intervalu
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

Zkous$ka ucinnosti konzervace byla provadéna u vzorka s methylparabenem (MP) a pro-
pylparabenem (PP) v 0,4 a 0,8% koncentraci. Hodnoceni antimikrobialni u¢innosti bylo
zalozeno na zaockovani pletové vody kalibrovanym inokulem. Za kontrolni vzorky byly
povazovany zaoCkované vzorky pletovych vod, které neobsahovaly zadny konzervant
(Tab. 6). V intervalech v obdobi 28 dni bylo zjistovano mnozstvi piitomnych mikroorga-
nizmt (MO) konkrétn¢ Staphylococcus aureus (SA), Pseudomonas aeruginosa (PA) a
Escherichia coli (EC). Pro kazdy interval a kazdy kmen byly vypoéteny hodnoty
CFU/ml, které byly nasledné vyneseny do grafii.

Zatézovy test je popsan v normé CSN EN ISO 11930 o hodnoceni antimikrobidlni ochra-
ny kosmetického vyrobku. Udaje ziskané zkouskou uéinnosti konzervace se daji pouzit
ke stanoveni tirovné antimikrobialni ochrany pozadované pro minimalizaci rizika ohroze-
ni spotiebitele a znehodnoceni vyrobku. Soucasti normy jsou dvé kritéria, kterd vyjadiuji
ochranné schopnosti kosmetického ptipravku. Vysledky experimentu se pak porovnévaji

S minimalnimi hodnotami poZadovanymi pro hodnoceni kritéria A nebo kritéria B.

Kritérium A tika, ze po 7, 14 a 28 dnech musi dojit ke snizeni poc¢tu bakterii neyjméné o
3 logaritmické fady a zaroven nesmi dojit k zadnému zvyseni poctu od ptedchoziho in-
tervalu. Pokud je splnéno kritérium A, znamena to, Ze je ptipravek chranén proti pomno-
zovani mikrobd, které miiZze pfedstavovat potencialni riziko pro spotiebitele. Mikrobiolo-
gicke riziko je tedy v tomto ptipadé povazovano za tolerované a vyrobek spliiuje poza-

davky normy bez dal$iho odiivodnéni.

Dle kritéria B se musi pocet bakterii ve vzorku sniZovat nejméné o 3 logaritmické rady
Vv intervalu 14 a 28 dni, pficemzZ je vylouc¢eno zvySeni poctu bun¢k od ptedchoziho inter-
valu. Kdyz ptipravek splnuje kritérium B, musi analyza mikrobiologického rizika prokéa-
zat existenci kontrolnich faktor nesouvisejicich se slozenim ptipravku. Za ochranny pro-
stiedek pro sniZeni rizika je povazovano naptiklad ochranné baleni ve formé pumpicky,
ktera nabizi vyssi uroven ochrany nez nadobka s vickem. Jestlize analyza rizika prokaze

existenci kontrolnich faktort je mikrobiologické riziko tolerovano.

Pokud vyrobek nespliiuje ani kritérium A ani kritérium B, stav ptipravku musi byt hod-
nocen vyhradné dle posouzeni mikrobiologického rizika. Za ptedpokladu, Ze je ovéfena
mikrobiologicka kvalita hotového vyrobku v ¢ase jeho uvolnéni na trh, miZze byt vyrobek

Vv baleni pro jednordzové pouziti povazovan za vyrobek s tolerovatelnym rizikem.
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Jestlize kosmeticky piipravek neodpovida zadné z uvedenych situaci, pak nesplituje po-

zadavky této mezinarodni normy. V tomto testu je ptijatelné rozpéti odchylky 0,5 log.

Tab. 6. Pocet jednotek tvorici kolonie (CFU) v pletovych voddch bez konzervantu

vzorek s MO pH 0 dni po 7 dnech | po 14 dnech | po 28 dnech

5 - - -

SA 7 6,68 + 0,03 5,53 - -
8 6,00 - -
5 - - -

PA 7 6,96 + 0,04 - - -
8 11,53 9,79 9,58
5 - - -

EC 7 6,76 + 0,03 9,45 8,89 7,90
8 10,91 10,08 9,87
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10.1 Rist mikroorganizmi v pletovych vodach obsahujici parabeny

10.1.1 Vliv parabent na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus CCM 3953
pri pH 8

7

E
5 0,4% MP
o
3 0,8% MP
o
0,4% PP
2 0,8% PP

Cas [den]

Obr. 6. Pocet bun¢k (log CFU/mI) Staphylococcus aureus ve vzorcich pletovych vod o

PH 8, obsahujici riizné konzervanty

Na obrazku 6 jsou vysledky zatézového testu znazornény jako zavislost log CFU/ml na
dob¢ skladovani. Jako konzervant byl pouzit methylparaben a propylparaben
v koncentraci 0,4 a 0,8%. Vzorky pletovych vody byly zaockovany kalibrovanym inoku-
lem Staphylococcus aureus a pH pletové vody dosahovalo 8. V ¢ase 0 odpovida pocet
buné¢k mnozstvi bunék zao¢kovanych do vzorku pletové vody. V piipadé pouziti methyl-
parabenu byl pocate¢ni pocet bunék 6,68 log CFU/ml a v ptipadé propylparabenu odpo-
vidal pocet bunék vnesenych do pletovych vod hodnoté 6,81 log CFU/mI. Pti odbéru po
7 dnech se pocet kolonii ve vzorku snizil ve vSech ptipadech. K nejvétsSimu poklesu bu-
n¢k doslo u vzorku s 0,8% methylparabenem, kde byl vysledny pocet bunék 2,39 log
CFU/ml. Jako druhy nejucinngjsi z téchto konzervantt, se projevil 0,4% methylparaben
s poctem bun¢k 3,18 log CFU/mI. V ptipadé probylparabenu se ucinngji zachoval 0,8%
propylparaben, kde byla hodnota ve vzorcich 3,99 log CFU/ml. 0,4% propylparaben
uc¢inkoval nejméné ze vSech uvedenych, pocet bunék byl stanoven na 4,63 log CFU/m.

Ve vzorku pletové vody bez ptitomnosti konzervantu pii pH 8 byl po 7 dnech stanoven
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pocet bunék na 6,00 log CFU/mI, tedy vyssi nez u vod obsahujicich konzervacni latky,
coz poukazuje na pozitivni vliv konzervantu v pletové vod¢. Pfi odbéru po 14 a
28 dnech byly ve vSech ptipadech, véetné€ kontrolniho vzorku, odecteny nulové hodnoty.
Vsechny vyse uvedené konzervanty jsou tedy G¢inné na grampozitivni bakterii Staphylo-

coccus aureus, jelikoz doslo ke snizeni mnozstvi bunék ve vzorcich.

Dle vyse uvedenych kritérii v normé CSN EN ISO 11930 by pletové vody splitovaly kri-
térium A, kdy je mikrobiologické riziko povazovéno za tolerované. Po 7 dnech se ve
vSech ptipadech sniZila hodnota poctu buné€k o minimaln€ 3 logaritmické fady a nedo-
chézelo ke zvySovani poctu bunék od ptredchozich intervalti, ¢imz byly podminky pro

kritérium A splnény.

10.1.2 Vliv parabenii na gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa CCM

3955 pri pH 8
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Obr. 7. Pocet bunék (log CFU/mI) Pseudomonas aeruginosa ve vzorcich pletovych vod o

pH 8, obsahujici riuzné konzervanty

Vysledky zatézového testu na bakterii Pseudomonas aeruginosa jsou znazornény na ob-
razku 7. Ke vzorkiim pletovych vod byly pfidany jiz vyse uvedené konzervanty a pletova
voda odpovidala pH 8. Po zaockovani pletovych vod inokulem byl stanoven pocatecni

pocet bunék (tedy pocet v case 0). Pro pletové vody s methylparabenem byla hodnota



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

CFU/ml 6,96 log a u vzorku s propylparabenem 6,99 log CFU/ml. U kontrolniho vzorku
pletové vody, ktery neobsahoval zadny konzervant, doslo po 7 dnech k namnozeni bunék
a jejich pocet se vysplhal na 11,53 log CFU/mI. Pii odbéru po 14 dnech se pocet bunék ve
vzorku snizil na 9,79 log CFU/ml. Po 28 dnech byl pocet bun¢k stanoven na 9,58 log
CFU/ml, coz piedstavovalo vyssi mnozstvi bungk, nez jejich zaockované mnozstvi. Po
7 dnech se v piipad¢ 0,4% methylparabenu snizila hodnota po¢tu bunék na 5,03 log
CFU/ml. Po 14 dnech se vSak hodnota zvysila o 2 logaritmické fady na 7,39 log CFU/mlI
a po 28 dnech dokonce na 8,47 log CFU/ml, coz piesahuje pocet zaoCkovanych bunék
Pseudomonas aeruginosa. Takové zvySovani poc¢tu bakterii od piedchozich intervali je
Vv rozporu s kritériem A i B, které udava norma CSN EN ISO 11930. V ptipadé piitom-
nosti 0,8% methylparabenu byl jiz po 7 dnech pocet bunék nulovy. Stejného vysledku
bylo dosazeno i po 14 a 28 dnech. V pfitomnosti konzervantu propylparabenu, u jakékoli
pouzité koncentrace, se ve vzorku po 7 dnech nevyskytovaly zadné bunky. Tato hodnota
zustala po 14 a 28 dnech konstantni. Jelikoz byla u téchto konzervanti splnéna podminka
sniZzeni poctu bunck minimalné o 3 logaritmické fady po 7 dnech a nedoslo ke zvySovani
poctu bunék, lze zkonstatovat, Ze mikrobiologické riziko by v takovych vyrobcich bylo

povazovano za tolerovane.

Za ucinny konzervant na gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa lze tedy pova-

zovat 0,8% methylparaben, 0,4% propylparaben a 0,8% propylparaben.

0,4% methylparaben je tedy u¢inngj$i na Staphylococcus aureus nez na Pseudomonas
aeruginosa. Naopak 0,8% methylparaben, 0,4% propylparaben a 0,8% propylparaben

ucinkuji rychleji na Pseudomonas aeruginosa nez na Staphylococcus aureus.
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10.1.3 Vliv parabenii na gramnegativni bakterii Escherichia coli CCM 3954 pii pH
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Obr. 8. Pocet bunek (log CFUI/mI) Escherichia coli ve vzorcich pletovych vod o pH 8,

obsahujici rizné konzervanty

Vysledky inhibi¢niho puisobeni konzervantii na gramnegativni bakterii Escherichia coli
jsou znazornény na obrazku 8. Pocet bun¢k ve vzorcich pletové vody s pfitomnym me-
thylparabenem odebiraném v ¢ase 0 byl 6,76 log CFU/ml. Ve vzorku pletové vody obsa-
hujici propylparaben byl pocatecni pocet bunék 6,72 log CFU/ml. Po 7 dnech se jako
nejucinnéjsi konzervant projevil 0,8% methylparaben, ktery sniZil pocatecni mnoZstvi
bunék na 1,43 log CFU/ml, coZ znamena snizeni po¢tu bunék o 7 logaritmickych fada. U
0,4% methylparabenu byl pocet bunék po 7 dnech stanoven na 2,03 log CFU/ml. Po od-
béru po 14 a 28 dnech se v pfitomnosti obou methylparabent pocet kolonii postupné sni-
zoval az na nulovou hodnotu. V ptipadé 0,4% propylparabenu po 7 dnech klesl pocet
bunék na 7,20 log CFU/ml a ve vzorku s 0,8% propylparabenem se pocet snizil na
7,02 log CFU/mI. Po 14 dnech se pocet v obou piipadech pouziti propylparabenu zvysil,
pti¢emz u 0,4% propylparabenu se hodnota dostala na 8,03 log CFU/mI a v pfitomnosti
0,8% propylparabenu byl pocet kolonii stanoven na 8,62 log CFU/ml, coz znamena zvy-
Seni poctu bun€k od plivodniho mnozstvi. Pfi odbéru po 28 dnech se pocet bunék ve

vzorku obsahujicim 0,4% propylparaben mirné snizil na 7,86 log CFU/ml a v ptipadé
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0,8% propylparabenu doslo k poklesu na 7,04 log CFU/ml. Ve vzorku bez konzervantu
doslo po 7 dnech k pomnozeni Escherichia coli na 10,91 log CFU/ml, po 14 dnech se
pocet kolonii snizil na 10,08 log CFU/mI a pii odbéru po 28 dnech odpovidal pocet bun¢k
9,87 log CFU/ml.

Na zakladé normy CSN EN ISO 11930 mtize byt 0,4% methylparaben a 0,8% methylpa-
raben povazovan jako uc¢inny vzhledem k bakterii Escherichia coli v pletové vode, jeli-
koz by tento vyrobek splnoval kritérium A. Propylparaben by jako konzervant v tomto
piipadé neuspél, jelikoz nedoslo v Zadném piipadé k snizeni poctu bun¢k minimalné o

3 logaritmické fady, naopak se kolonie po 14 dnech zacaly mnozit.

V porovnani s vysledky ptisobeni propylparabenu na Staphylococcus aureus lze fici, ze
propylparaben na tuto grampozitivni bakterii t¢inkoval daleko vice. Naopak methylpara-
ben mél vyssi ucinek na gramnegativni bakterii Escherichia coli nez na Staphylococcus
aureus. Ze srovnani k bakterii Pseudomonas aeruginosa vyplyva, ze 0,4% methylparaben
pusobi 1épe na Escherichia coli, zatimco propylparabeny ptisobi efektivnéji na Pseudo-

monas aeruginosa.

Jako shrnuti lze fici, Ze v ptipadé grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus by bylo
mozné ke konzervaci pouzit vSechny uvedené konzervanty. To mlze podporovat skutec-
nost, ze Staphylococcus aureus je pomérné naro¢ny na ziviny. [73, s. 107] U gramnega-
tivni Pseudomonas aeruginosa by nebylo mozné pouzit 0,4% methylparaben a u gramne-
gativni Escherichia coli by nebyl vhodnym konzervantem 0,4% ani 0,8% propylparaben.
Tyto vysledky odpovidaji faktu, Ze grampozitivni bakterie jsou vice citlivé na pfitomnost
parabenti nez gramnegativni bakterie. [74] Gramnegativni bakterie, konkrétné Pseudo-
monas aeruginosa a Escherichia coli, se vyznacuji vysokou odolnosti proti konzervacnim
latkam a zméné fyzikalnich podminek. [73, s. 107, 147] Z téchto poznatkt vyplyva, ze
nejlepsi a soucasné jediny konzervant, ktery by ptsobil na vSechny 3 bakterie dle kritérii

v norm& CSN EN ISO 11930 je 0,8% methylparaben.
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10.2 Vliv pH na rast mikroorganizmi v modelové plet'ové vodé

10.2.1 Vliv pH na rist grampozitivni bakterie Staphylococcus aureus CCM 3953 —
po 7 dnech
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Obr. 9. Pocet bunéek (log CFU/ml) Staphylococcus aureus ve vzorcich pletové vody o
riiznem pH

Na obrazku 9 je zobrazena zéavislost log CFU/ml na pH. Testované vzorky pletové vody
byly pied zaockovanim bakterie Staphylococcus aureus upraveny na pH 5, 7 a 8. Gram-
pouziti konzervantu methyparabenu v koncentraci 0,4% byl pocet bun¢k stanoven na
2,75 log CFU/ml. Pii pH 8 za pouziti stejného konzervantu o stejné koncentraci byl pocet
kolonii ve vzorku pletové vody vyssi nez v piipadé pH 7 a to 3,18 log CFU/ml. V pii-
tomnosti vy$s$i koncentrace methylparabenu pii pH 7 byl pocet kolonii 3,21 log CFU/m.
V prostiedi pH 8 byl pocet bun¢k ve vzorku o stejném slozeni nizsi o 1 logaritmicky tad
2,39 log CFU/mI. Ve vzorku pletové vody o pH 7, ktera obsahovala 0,4% propylparaben
dosahoval pocet bun¢k 4,69 log CFU/mI. 4,63 log CFU/mI byl pocet bunék, ktery se vy-
skytoval ve vzorku pletové vody s 0,4% propylparabenem a pH 8. V ptipadé pouziti
0,8% propylparabenu v pH 7 bylo mnozstvi kolonii 4,15 log CFU/mI. Ve vzorku pletové
vody Vv prostiedi pH 8 za pouziti 0,8% propylparabenu byl pocet kolonii stanoven na
3,99 log CFU/ml.
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Z vyse uvedenych vysledka vyplyva, ze Staphylococcus aureus v pH 5 neroste ani v jed-
nom z ptipadl. Ve vzorcich s pletovou vodou o pH 7 rostl Staphylococcus aureus nejlé-
pe. Nejvyssiho poc¢tu bun€k dosahla bakterie za pouziti 0,4% propylparabenu a nejnizsiho
poctu bunck v ptipad€ 0,4% methylparabenu. Pii pH 8 rostl mikroorganizmus nejlépe za
fici, ze v pritomnosti methylparabenu roste Staphylococcus aureus méné nez za piitom-

nosti propylparabenu.
Optimalni pH rastu Staphylococcus aureus je 6,8 — 7,5. [75, s. 20]

10.2.2 Vliv pH na rist gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa CCM 3955

— po 7 dnech

Tab. 7. Hodnoty CFU/ml ve vzorku pletové vody s Pseudomonas aeruginosa pri riizném

pH a odlisném typu a mnozstvi konzervantu

pH
pouzity konzervant

5 7 8

0,4% methylparaben - - 5,03 log CFU/ml

0,8% methylparaben - - -

0,4% propylparaben - - N

0,8% propylparaben - - -

V tabulce 7 jsou uvedeny hodnoty pocty kolonii bakterie Pseudomonas aeruginosa
v pH 5,7 a 8 ve vzorcich pletové vody za pfitomnosti methylparabenu a propylparabenu
v koncentraci 0,4% a 0,8% po 7 dnech. Optimalni pH rastu je pro Pseudomonas aerugi-
nosa 6,6 — 7,0. [76]

Za podminek, kdy je pH 5 a 7 je hodnota poctu bunék nulova. V situaci, kdy pH odpovi-
da 8 a vzorek pletové vody obsahoval 0,4% methylparabenu bylo mnozstvi bun€k stano-
veno na 5,03 log CFU/mI. V pfitomnosti ostatnich parabeni Pseudomonas aeruginosa ve

vzorku nerostla.
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10.2.3 Vliv pH na rist gramnegativni bakterie Escherichia coli CCM 3954 — po 7
dnech
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Obr. 10. Pocet bunék (log CFU/ml) Escherichia coli ve vzorcich pletové vody o riizném
pH

Na obrazku 10 je znazornéna zavislost log CFU/ml na hodnoté pH 5,7 a 8. Za podminek,
kdy mély vzorky s pletovou vodou pH 5, byl pocet bunék Escherichia coli nulovy. Pti
pH 7 a 0,4% methylparabenu dosahoval pocet bunék 1,48 log CFU/mI. Pocet kolonii byl
vyS$si pii pH 8 a byl stanoven na 2,03 log CFU/mI. V pfitomnosti 0,8% methylparabenu
pti pH 7 Escherichia coli nerostla, ale pii pH pocet bun¢k odpovidal 1,43 log CFU/mlI.
V ptipadé vzorkid obsahujicich 0,4% propylparaben byl pocet bun¢k v pH 7 7,12 log
CFU/ml a v pH 8 7,20 log CFU/ml. Za ptitomnosti 0,8% propylparabenu byly hodnoty
poétu bunék velmi podobné. Pii pH 7 ¢inila hodnota 7,00 log CFU/ml a pii pH 8
7,02 CFU/m.

Mizeme tedy konstatovat, ze pH 5 neni piiznivé pH pro rist Escherichia coli. Pii pH 7
roste nejvice ve vzorku s 0,4% propylparabenem a nulové hodnoty dosahuje v ptipadé
0,8% methylparabenu. U pH 8 je situace obdobnd. Za pouZiti 0,4% propylparabenu je
Vv ptipadé bakterie Staphylococcus aureus, roste Escherichia coli 1épe ve vzorku obsahu-

jici propylparaben nez ve vzorcich s methylparabenem.
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Optimalni pH pro rast Escherichia coli odpovida hodnoté 6-8. [75, s. 20]

10.2.4 Srovnani mikroorganizma Staphylococcus aureus CCM 3953, Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 a Escherichia coli CCM 3954 v pFitomnosti shodnych

konzervanti o stejné koncentraci — po 7 dnech
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Obr. 11. Porovnani poctu bunék (log CFU/ml) riiznych bakterii ve vzorcich pletovych

vod za stejnych podminek

Obrazek 11 znazornuje 4 grafy v zavislosti log CFU/ml na pH. V levém hornim rohu je
vyobrazeno mnozstvi bun¢k, které rostlo za danych podminek v pfitomnosti 0,4% me-
thylparabenu. V pravém hornim rohu je zobrazen rlst mikroorganizmi ve vzorcich ple-
tovych vod obsahujicich 0,8% methylparaben. Vliv pfitomnosti 0,4% propylparabenu je
graficky zndzornén v levém dolnim rohu a v pravém dolnim rohu se vyskytuje zavislost
log CFU/ml na pH za pouziti 0,8% propylparabenu. Do vzorku pletovych vod byly zaoc-
kovany nasledujici mikroorganizmy: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa a

Escherichia coli.

Ve vSech ptipadech konzervantli v obou koncentracich a v podminkéch, kdy pletova vo-
da odpovida pH 5, neroste ani jedna z naoCkovanych bakterii. Z grafu s 0,4% methylpa-
rabenem je patrné, ze Staphylococcus aureus roste pii pH 7 v poctu bunck 2,75 log
CFU/ml a pfi pH 8 3,18 log CFU/ml. Pseudomonas aeruginosa roste jen pii pH 8 a

Escherichia coli pii pH 7 a pH 8. Nejvyssi pocet bunék vSech uvedenych mikroorgani-
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zmu ve vzorcich pletové vody za pouziti 0,4% methylparabenu rostlo v pH 8. Nejvyssi

pocet bun¢k dosahla gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa.

V pravém hornim rohu nam graf zobrazuje rust Staphylococcus aureus pii pH 7 a pH 8,
ptiemz vys$Siho nartstu dosahval pti pH 7. Pseudomonas aeruginosa neroste v zadném
z uvedenych pH a Escherichia coli roste pouze v pH 8. Za pouziti 0,8% methylparabenu
rostlo nejvice druhtt mikroorganizmt pii pH 8. V této formulaci dosahoval Staphylo-

coccus aureus nejvyssiho poctu kolonii.

Na grafu s 0,4% propylparabenem, kde vzorky pletové vody obsahovaly 0,4% propylpa-
raben rostly bakterie Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Grampozitivni bakterii se

datilo 1épe v prosttedi s pH 7, zatimco gramnegativni bakterie rostla o trochu 1épe v pH 8.

Na poslednim grafu lze vidét, ze Pseudomonas aeruginosa opét neroste v zadném z pH.
Staphylococcus aureus roste v pH 7 i v pH 8, kde je jeho pocet bunék o trochu nizsi. Po-
¢et bunek Escherichia coli ve vzorku bylo téméf stejné jak pii pH 7, tak pii pH 8. Za pfi-
tomnosti 0,8% propylparabenu i 0,4% propylpaarabenu roste nejvice gramnegativni bak-

terie Escherichia coli.

Nejméné odolna k vyse uvedenym konzervantam je Pseudomonas aeruginosa, ktera rost-
la jen v pletové vodé s 0,4% methylparabenem v pH 8. Staphylococcus aureus rostl nej-
vice ve vzorku s 0,4% propylparabenem v pH 7 a nejméné s 0,8% methylparaben v pH 8.
Pocet bun€k Escherichia coli byl nejvyssi v pletové vodeé s 0,4% propylparabenem s pH

8. Lze fici, Ze tato bakterie rostla vice v pH 8 nez v pH 7.
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10.3 Vliv mnozstvi konzervaéni latky na rist mikroorganizmi

10.3.1 Vliv koncentrace parabeni na mikroorganizmy v prosticedi pH 7
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Obr. 12. Pocet bunéek (log CFU/ml) bakterii ve vzorcich pletové vody o pH 7 v zavislosti

na koncentraci danych konzervanti

Na obrazku 12 je znazornéna zavislost log CFU/ml na koncentraci konzervantu plsobici
na rizné druhy bakterii v pletové vodé o pH 7. Na Staphylococcus aureus pusobil vice
0,4% methylparaben nez 0,8% methylparaben. Ve vysledné hodnoté vzorku s 0,4% me-
thylparabenem se vSak objevila nejvétsi smérodatna odchylka v celém experimentu, coz
napovida o nepiesnosti vysledku. Gramnegativni Pseudomonas aeruginosa nerostla ani
Vv jedné koncentraci uvedenych konzervantt. Escherichia coli rostla jen v 0,4% methylpa-
rabenu. V piipad¢ pouziti propylparabenu rostla jak Escherichia coli, tak Staphylococcus

aureus vice za pouziti 0,4% propylparabenu.

Na vSechny bakterie plisobila vice 0,8% koncentrace nez 0,4% parabentl. Vyjimku tvofil

Staphylococcus aureus v ptitomnosti methylparabenu.
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10.3.2 Vliv koncentrace parabeni na mikroorganizmy v prosticedi pH 8
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Obr. 13. Pocet bunéek (log CFU/ml) bakterii ve vzorcich pletové vody 0 pH 8 v zavislosti

na koncentraci danych konzervantu

Vysledky ptisobeni riizné koncentrace parabent jsou uvedeny na obrazku 14. Vzorky
byly testovany piti pH 8. Staphylococcus aureus byl vice odolny k nizsi koncentraci jak v
ptipadé methylparabenu, tak i propylparabenu. Pseudomonas aeruginosa rostla jen
v piipadé 0,4% methylparabenu. Posledni bakterii byla Escherichia coli, ktera taktéz rost-

la méné pfti nizsich koncentracich konzervanta.

Vzhledem k vysledkim z pfedchoziho grafu lze zkonstatovat, ze vyssi koncentrace byla

na vSechny druhy testovanych bakterii vice I€inna nez koncentrace niZsi.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo pfipravit modelovou pletovou vodu a zhodnotit antimikrob-
ni uCinky pfitomnych konzervantii. Teoretickd ¢ast se zaméfuje na informace o kosmetic-
kych piipravcich a mozné pfitomnosti mikroorganizmli. Déle jsou zminéna hygienicka
pravidla vyrobniho zavodu, kontaminace kosmetického ptipravku a vlivy vné&jsiho pro-
sttedi na mikroorganizmy. V textu je vénovana pozornost také konzerva¢nim latkdm a
faktorim ovliviiujici vybér konzervantu. Prakticka ¢ast se zabyvala testovanim antimik-
robni ochrany pfipravenych vzorkd pletovych vod. Jako konzervanty byly pouzity me-
thylparaben a propylparaben oba v koncentraci 0,4% a 0,8%. Do pletovych vod byly za-
ockovany gramnegativni bakterie Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa a grampo-
zitivni Staphylococcus aureus. Vysledky zatéZzového testu byly odecitany v intervalech 0,

7, 14 a 28 dni. Hodnoty byly zpracovany do grafti jako log CFU/ml.
Na zékladé¢ ziskanych vysledku a diskuze 1ze vyvodit tyto zavéry:

e Na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus ve vzorku pletové vody o pH 8
po 7 dnech pusobil nejvice 0,8% methylparaben a nejméné 0,4% propylparaben.
Dle normy CSN EN ISO 11930 by pletové vody se viemi pouzitymi konzervanty
splilovaly kritéria, podle kterych je mikrobiologické riziko povaZovéano za tolero-
vané.

o Uctinny konzervant plisobici na gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa
je 0,8% methylparaben, 0,4% propylparaben a 0,8% propylparaben.

e Pouziti 0,4% methylparabenu je u¢innéjsi na Staphylococcus aureus nez na Pseu-
domonas aeruginosa.

e V piipad¢ gramnegativni bakterie EScherichia coli se pouziti methylparabenu
ukazalo jako mikrobiologicky bezpecné.

e Propylparaben pusobi vice na grampozitivni Staphylococcus aureus a na gramne-
gativni Pseudomonas aeruginosa nez na gramnegativni Escherichia coli. Oproti
tomu methylparaben ucinkuje na Staphylococcus aureus méné¢ nez na Escherichia
coli.

e Grampozitivni bakterie jsou vice citlivé na plisobeni parabenll nez gramnegativni
bakterie.

e Nauvedené bakterie nejlépe ptsobi 0,8% methylparaben.

e V pletové vodé o pH 5 po 7, 14 a 28 dnech neroste Zadna z uvedenych bakterii.
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e Pseudomonas aeruginosa v danych intervalech neroste pti pH 5 ani pii pH 7.

e Escherichia coli roste nejvice pii pH 8.

e Na vSechny testované bakterie piisobila vice 0,8% koncentrace konzervaéni latky

nez 0,4% koncentrace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
MP methylparaben

PP propylparaben

MO  mikroorganizmus

SA Staphylococcus aureus

PA Pseudomonas aeruginosa

EC Escherichia coli
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PRILOHA PI: HODNOTY LOG CFU/ML VE VZORCIiCH

PLETOVYCH VOD ZA PRITOMNOSTI METHYLPARABENU

Pl a. Pocet bunéek vyjadrené v log CFU/ml v pletové vode s 0,4% MP a pH 5

log CFU/mI
vzorek s MO
0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni
Staphylococcus aureus | 6,68 + 0,03 - - -
Pseudomonas aeruginosa | 6,96 + 0,04 - - -
Escherichia coli 6,76 + 0,03 - - -
vzorek bez MO - - - -
Pl b. Pocet bunék vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,4% MP a pH 7
log CFU/mI
vzorek s MO
0 dni 7 dni 14 dni 28 dni
Staphylococcus aureus 6,68 + 0,03 2,75+0,22 - -
Pseudomonas aeruginosa | 6,96 + 0,04 - - -
Escherichia coli 6,76 = 0,03 1,48 +£ 0,06 - -
vzorek bez MO - - - -
Pl c. Pocet bunék vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,4% MP a pH 8
log CFU/mI
vzorek s MO
0 dni 7 dni 14 dni 28 dni
Staphylococcus aureus 6,68 + 0,03 3,18 £ 0,04 - -
Pseudomonas aeruginosa | 6,96 = 0,04 503+0,07 | 7,39+0,03 | 8,47 +0,05
Escherichia coli 6,76 + 0,03 2,03+ 0,07 - -
vzorek bez MO - - - -




Pl d. Pocet bunék vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,8% MP a pH 5

log CFU/mI
vzorek s MO

0 dni 7 dni 14 dni 28 dni

Staphylococcus aureus | 6,68 + 0,03 - - -

Pseudomonas aeruginosa | 6,96 + 0,04 - - -

Escherichia coli 6,76 £ 0,03 - - -

vzorek bez MO - - - -

Pl e. Pocet bunék vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodeé s 0,8% MP a pH 7

log CFU/mI
vzorek s MO

0 dni 7 dni 14 dni 28 dni

Staphylococcus aureus | 6,68 = 0,03 3,21+ 0,03 - -

Pseudomonas aeruginosa | 6,96 = 0,04 - - -

Escherichia coli 6,76 £ 0,03 - - -

vzorek bez MO - - - -

Pl f. Pocet bunék vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodeé s 0,8% MP a pH 8

log CFU/mI
vzorek s MO

0 dni 7 dni 14 dni 28 dni

Staphylococcus aureus 6,68 0,03 | 2,39 +0,07 - -

Pseudomonas aeruginosa | 6,96 £ 0,04 - - -

Escherichia coli 6,76 0,03 | 1,43+0,07 - -

vzorek bez MO - - - -




PRILOHA PI1: HODNOTY LOG CFU/ML VE VZORCICH
PLETOVYCH VOD ZA PRITOMNOSTI PROPYLPARABENU

Pll a. Pocet bunek vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,4% PP a pH 5

log CFU/mI
vzorek s MO

0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni

Staphylococcus aureus | 6,81 + 0,02 - - -

Pseudomonas aeruginosa | 6,99 + 0,04 - - -

Escherichia coli 6,72 £ 0,03 - - -

vzorek bez MO - - - -

Pll b. Pocet bunéek vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodeé s 0,4% PP a pH 7

log CFU/mI
vzorek s MO

0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni

Staphylococcus aureus 6,81 £0,02 | 4,69 +0,01 - -

Pseudomonas aeruginosa | 6,99 + 0,04 - - -

Escherichia coli 6,72+0,03 | 7,12+0,04 | 7,46 +0,02 7,44 + 0,09

vzorek bez MO - - - -

Pll c. Pocet bunek vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,4% PP a pH §

log CFU/ml
vzorek s MO

0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni

Staphylococcus aureus 6,81 +0,02 | 4,63+0,01 - -

Pseudomonas aeruginosa | 6,99 + 0,04 - - -

Escherichia coli 6,72+0,03 | 7,20+0,03 8,03+0,04 | 7,86+0,03

vzorek bez MO - - - -




Pll d. Pocet bunéek vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,8% PP a pH 5

log CFU/mI
vzorek s MO
0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni
Staphylococcus aureus | 6,81 0,02 - - -
Pseudomonas aeruginosa | 6,99 + 0,04 - - -
Escherichia coli 6,72 + 0,03 - - -
vzorek bez MO - - - -
Pll e. Pocet bunék vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodé s 0,8% PP a pH 7
log CFU/mI
vzorek s MO
0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni
Staphylococcus aureus 6,81 £0,02 | 4,15+0,02 - -
Pseudomonas aeruginosa | 6,99 + 0,04 - - -
Escherichia coli 6,72 + 0,03 7,00 £ 0,06 7,54+0,04 | 7,88 +0,02
vzorek bez MO - - - -
Pl f. Pocet bunéek vyjadrené v log CFU/ml v pletové vodeé s 0,8% PP a pH 8
log CFU/mI
vzorek s MO
0 dni po 7 dnech | po 14 dnech 28 dni
Staphylococcus aureus 6,81 £0,02 | 3,99 +0,03 - -
Pseudomonas aeruginosa | 6,99 + 0,04 - - -
Escherichia coli 6,72+ 0,03 | 7,02+0,04 8,62+0,07 | 7,04+0,06
vzorek bez MO - - - -
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PII1 a. Staphylococcus aureus

Pl b. Pseudomonas aeruginosa



Pl c. Escherichia coli



