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ABSTRAKT

Bio-, vegan- a raw-kosmetika patii k stale oblibenéjsim druhtim kosmetickych produktt
z divodu absence syntetickych latek a konzervantd, ztohoto hlediska se ale zvysuje
pravdépodobnost mikrobidlni kontaminace. Pfedmétem prace je tedy predevSim praktické
zjisténi potencialni mikrobiologické kontaminace pomoci zatézového testu a také stanoveni
aktivnich slozek v kosmetickych prfipravcich. V teorii byla zpracovana legislativa
kosmetickych piipravki, a také informace o certifikatech, které se pro bio-, vegan- a raw-
kosmetiku udéluji. Tato ¢ast také pojednava o slozeni rostlinnych a esencidlnich oleja, které
se ve vyznamné mife pouzivaji jako suroviny pii vyrobé kosmetiky a maji pozitivni vliv na
pokozku. V neposledni fadé se prace zabyva moznou mikrobiologickou kontaminaci, vyctem
nejcastéji se vyskytujicich patogennich mikroorganismu, které miizou mit negativni vliv na
zdravi spotiebitele. V praktické ¢asti je pak testovana trvanlivost vybranych vzorkd krému
pomoci zatézového Schiilke Koko testu zaoCkovanim vybranych zastupci mikroorganismii
ztady bakterii, kvasinek a plisni (Candida glabrata, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a Aspergillus niger). Dale byla otestovana mozna antimikrobialni aktivita
ptitomnych esencialnich oleji, které mohou castecné nahrazovat ucinek syntetickych
konzervanti. V préaci byly analyzovany biologicky aktivni latky, konkrétné mastné kyseliny
obsazeny v krémech, pomoci plynové chromatografie.

ABSTRACT

Bio-, vegan- and raw-cosmetics are continually more popular type of cosmetic products
caused by an absence of synthetic and preservative substances but at the same time there is an
increased probability of microbial contamination. The main aim of this thesis is a practical
findings of  potential microbiological contamination using a challenge test and a
determination of any active ingredients in the cosmetic preparations. The legislation of
cosmetic preparations as well as the information about certificates, which are awarded for bio-
, vegan- and raw-cosmetics has been processed in the theory. This section also discusses a
composition of vegetable and essential oils, which are used as raw materials in cosmetics
production to a great extent and have a positive effect on skin. This thesis also deals with a
possible microbiological contamination, listing the most frequently occurred pathogenic
microorganisms, which can have a negative influence on consumer health. Operating life of
selected samples using the Schiilke Koko test by inoculating selected representatives of
bacteria, yeasts and molds (Candida glabrata, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Aspergillus niger) are being tested in the practical part. In addition a possible
antimicrobial activity which may partially replace an effect of synthetic preservatives in the
presence of essential oils is also being tested. Finally any biological active substances were
analysed by the gas chromatography, in particular fatty acids contained in the creams.

KLICOVA SLOVA

biokosmetika, mikrobiologicka kontaminace, Schiilke Koko test, mastné kyseliny,
esencialni oleje, konzervacni latky
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1 UVOD

V soucasné dobé¢ se za¢iname ¢im dal vice setkavat s riznymi novymi druhy kosmetickych
pripravki. Mezi tyto nové druhy patii také biokosmetika, raw-kosmetika a veganska
kosmetika.

Tyto druhy kosmetiky zatim nejsou nijak specifikovany v legislativeé, spotiebitel si tedy
musi davat pozor na nakup téchto ptipravkd. Jedinym zplisobem, kterym se momentalné da
zarucit, ze se skutecné jedna o bio, vegan nebo raw kosmetiku jsou certifikaty, které maji
pfesné specifikovany standardy, co musi kosmeticky piipravek obsahovat a v jakych
podminkach probiha jeho vyroba.

U biokosmetiky se obecné jedna o kosmetiku obsahujici pfirodni a bio slozky, které by
Vv idealnim ptipad¢ mély pochazet z ekologického zemédelstvi. Tyto slozky pak kosmeticky
ptipravek obsahuje bud’ vyhradné, nebo jen v ur¢itém procentualnim zastoupeni [1].

U raw kosmetiky pak nesmi byt kosmeticky pfipravek pfi vyrobé zahfivan na vyssi teplotu
nez 42°C, aby zustaly zachovany vSechny 1é¢ivé slozky [2].

A u veganské kosmetiky se nesmi v kosmetickych pfipravcich objevit zadna slozka
zivoc¢isného puvodu [3].

Vsechny tyto typy kosmetiky se také prezentuji tim, ze byvaji bez Skodlivych chemickych
syntetickych ptisad a i bez konzervanti. Coz mtize byt spotfebitelem vniméano jako vyhoda,
ze svoji kizi nezatézuje nezdravymi chemickymi prosttedky. MizZe to mit ale velky vliv na
trvanlivost pfipravku a také na velmi brzkou mikrobialni kontaminaci po otevieni ptipravku,
kterd nemusi byt rozpoznatelnd pouhym okem. Je tedy otdzka, zda jsou vilibec pftirodni
kosmetické piipravky vlastné pro pokozku prospésné, respektive, zda pro ni nejsou prospésné
jen po velmi kratkou dobu po vyrobé piipravku. Konzervanty by totiz v kosmetickych
ptipravcich mély byt natolik u¢inné, aby zamezily ristu nebo dokonce dokdzaly znicit
pfipadné pfitomné mikroorganismy, z tohoto divodu vSak Casto vykazuji neptiznivé G€inky
téz u ¢loveka [4].

Velkym trendem je také doméci vyroba kosmetickych pfipravki, existuje fada knih
s mnoha recepty na vyrobu, krémi, balzamu na rty, mydel, zubnich past a podobné. Kde se
zpravidla do pfipravkll nepfidavaji Z4dné konzervanty, otazkou pak je, zda si
spotiebitel/vyrobce, jelikoz ptipravek nepodléhd kontrolnim analyzdm, uvédomuje, zZe
v disledku absence konzervantli se doba trvanlivosti miiZze opravdu rapidné snizit a kosmetika
opét misto pozitivniho vlivu miize mit spiSe vliv negativni.

Pro ochranu spotiebitele existuje celd fada testli mikrobialni kontaminace, na zaklad¢

kterych se urcuje doba spotieby daného vyrobku.

Tato prace se zabyva piedevsim vlivem absence konzervantl v kosmetickych ptipravcich a
specifikaci vysledkl testd mikrobialni kontaminace u bio, vegan a raw-kosmetiky jak
komer¢né dostupné, tak i u kosmetickych ptipravkl vyrabénych doma.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Legislativa

Kosmetické vyrobky se fidi fadou rtiznych zdkonnych norem, bez kterych by nemohly byt
dodavany na trh. Definice kosmetickych ptipravki, jejich sloZzeni a dalsi vlastnosti upravuje
ptedev§im Narizeni evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych
pripravcich. Kde je tedy uvedeno, Ze ,,kosmetickym piipravkem® je jakakoli latka nebo smés
urcend pro styk s vnéjSimi ¢astmi lidského téla (pokozkou, vlasovym systémem, nehty, rty,
vnéjSimi pohlavnimi orgény) nebo se zuby a sliznicemi ustni dutiny, vyhradné nebo prevazné
za ucelem jejich Cisténi, parfemace, zmény jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani
Vv dobrém stavu nebo Upravy télesnych pachti; a také je zde uveden dalsi dilezity pojem, Ze
»konzervacni ptisadou® je latka, kterd je vyhradné nebo pfevazné urCena k potlaceni ristu
mikroorganismil v kosmetickém piipravku. Dale je v tomto nafizeni specifikovano popsani
slozeni vyrobku, které musi mit pfesné potadi, dle procentudlniho zastoupeni jednotlivych
sloZek ve vyrobcich, a to vZdy od sloZzky zastoupené nejvice po slozky zastoupené nejméné. U
slozek se zastoupenim mens$im nez 1 % pak uz poradi mize byt nahodné. Natizeni také uvadi,
Ze suroviny, ze kterych je pfipravek vyroben by mély byt na vyrobku napsdny mezinarodnim
nazvoslovim, coz muze byt brano jako nevyhoda, kdy cesky spottebitel bez znalosti
anglického ¢i latinského jazyka muze mit problém s tim zjistit, co je vibec v kosmetice
obsazeno [5].

V Ceské legislativé se zaméfenim na kosmetické piipravky zabyva piedeviim zdkon ¢
267/2015 Sb., o ochrané verejného zdravi. Tento zakon specifikuje natizeni Evropské unie
[6], a je knému téZ vazana vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky, upravuje
hlavné vypis podminek, které kdyz vyrobce nebo prodejce nedodrzi, tak se dopousti
spravniho deliktu.

Kosmetické vyrobky jsou také kontrolovany pomoci ISO norem, které urcuji postup,
jakym maji byt kosmetické pfipravky testovany a také ptitomnost kterych mikroorganismi je
nutné sledovat, norma CSN EN ISO 17516 také udava mikrobiologické limity (viz Tabulka 1
a Tabulka 2).



Tabulka 1: Vybrané normy tykajici se mikrobiologické kontroly kosmetickych pripravkii

Norma Nazev normy

CSN ISO 21148 Kosmetika — Mikrobiologie — Vseobecné pokyny pro
mikrobiologické vySetfovani

CSN ISO 21149 Kosmetika — Mikrobiologie — Stanoveni poctu a prikaz aerobnich

mezofilnich bakterii

CSN ISO 18415

Kosmetika — Mikrobiologie — Prikaz specifickych a nespecifickych
mikroorganismi

CSN ISO 22717 Kosmetika — Mikrobiologie - Prukaz Pseudomonas aeruginosa
CSN IS0 22718 Kosmetika — Mikrobiologie — Prukaz Staphylococcus aureus
CSN EN ISO 21150 | Kosmetika — Mikrobiologie — Priikaz Escherichia coli

CSN EN ISO 18416

Kosmetika — Mikrobiologie — Prikaz Candina albicans

CSN ENISO 16212

Kosmetika — Mikrobiologie — Stanoveni po¢tu kvasinek a plisni

Tabulka 2: Mikrobiologické limity dle CSN EN ISO 17516

mikroorganismi

Druhy Vyrobky specificky urcené | Jiné vyrobky
mikroorganismi pro déti do tFi let, pro oblast

okolo o¢i nebo na sliznice
Celkovy pocet <1 -10% KTJ nag nebo ml <1 -10%KTJ nag nebo ml

aerobnich mezofilnich

Escherichia coli

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Pseudomonas
aeruginosa

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Staphylococcus aureus

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Candida albicans

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfiitomnost v 1 g nebo 1 ml

2.2 Kosmetické certifikaty

Pomoci kosmetickych certifikat je kontrolovéano, jaké slozky vyrobek obsahuje i jakého
jsou puvodu, zda syntetické nebo pfirodni a jelikoZ neni zatim v legislativé nijak
specifikovano, co ma obsahovat biokosmetika, veganskd a nebo raw kosmetika, jsou tyto
certifikaty jedinym potvrzenim pro spotiebitele, Ze kupuji kvalitni vyrobek, kazdy certifikat
ma totiZz ptisné€ specifikovany podminky, které jsou nutné pro jeho ziskéani. Existuje celd fada
kosmetickych certifikati. Dale jsou uvedeny nékteré, se kterymi se miizou spotiebitelé setkat

Vv prodejnich sitich.
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2.2.1 Certifikat NATRUE

Certifikat NATRUE je nezavisly certifikat udélovan kosmetickym vyrobkim obsahujicim
pouze piirodni slozky z ekologicky kontrolovaného zeméd¢lstvi, kde nedochazi k péstovani
nebo chovani geneticky modifikovanych organismu. Certifikat je udélovan produktim, které
jsou piirodni minimalné ze 75 %. Zaroven se také tidi Narizenim evropského parlamentu a
rady (ES) ¢. 1223/2009 o kosmetickych pripravcich. Do procentudlniho slozeni zde neni
zahrnuta voda, kterd byva typickou soucasti mnoha kosmetickych ptipravkii a mohlo by tak
dojit ke klamani spotiebitele, kdy by piipravek mohl byt ze 75 % slozeny z vody, kterd je
vzdy ptirodni. Certifikat NATRUE se ale primarn¢ zamétuje na dalsi suroviny, ze kterych je
kosmetika vyrobena, u kterych uz nemusi byt pfirodni pivod zcela prokazatelny na prvni
pohled. Suroviny obsazené v kosmetice jako konzervanty, barviva a mineraly tedy mohou byt
1 syntetické ptivodu, ale potfadd musi byt v této formé dohledatelné i v pfirode¢.

Vse je také rozd€leno do 3 urovni, ktera je vzdy oznacena prisluSnym textem pod logem a
to bud NATURAL COSMETICS, ktery zarucuje, Ze ptipravek obsahuje prirodni ingredience,
u kterych vSak neni kontrolovan plivod z ekologického zemédé€lstvi, je to zakladni certifikat
NATRUE, az po udéleni toho certifikatu je mozné zadat o dalsi z certifikatt, ktery je
pojmenovan NATURAL COSMETICS WITH ORGANIC PORTION, ktery zarucuje, Ze
minimalné 70 % z ptirodnich slozek pochazi z kontrolovaného ekologického zemédélstvi
nebo kontrolovaného volného sbéru. Poslednim z certifikati je pojmenovan ORGANIC
COSMETICS a zarucuje, ze ptipravek obsahuje minimalné 95 % slozek z kontrolovaného
ekologického zemédélstvi, také je zde bran ohled na to, aby pfipravek obsahoval vyssi podil
ptirodnich surovin a mensi podil derivatd pfirodnich surovin [7].

True Friends of
Natural and Organic

Cosmetics

Obrazek 1: Logo certifikatu NATRUE [7]

2.2.2 Certifikat Vegan

Certifikat Vegan je ud€lovan kosmetickym pfipravkiim, které neobsahuji Zadné zivocisné
slozky, také béhem vyvoje ani vyroby kosmetické ptipravkt nesmi byt Zadna ze slozek nebo
cely hotovy produkt testovany na zvitatech.

Ptipravky dale mohou obsahovat geneticky modifikované organismy, ale tyto nesmi
zahrnovat zadné zivocisné geny nebo latky pochdzejici ze zvirat.

Ditiraz je také kladen na hygienické podminky béhem vyroby, kdy veganska kosmetika a
jiné druhy kosmetiky obsahujici ZivociSné sloZzky musi byt vyrabény v odliSnych nadobéch,
aby nedoslo ke kontaminaci veganskych pfipravku [8].

.'1'::-“':'1:

¥ AE

v The , L
eganSociety | \z.
One world. Many lives. Our choice egan

Obrazek 2: Logo The Vegan Society a logo pro veganské vyrobky [8]
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2.2.3 Certifikat CPK

Certifikat CPK - udé€lovan KEZ o.p.s. je v soucasné dob¢ jedinym ¢eskym kosmetickym
certifikatem a zarucuje, ze kosmeticky piipravek obsahuje pfirodni suroviny, nesmi obsahovat
geneticky modifikované organismy ani suroviny, u kterych by béhem vyvoje byla pouzity
metody vychazejici z genové manipulace. Samotny pfipravek ani suroviny v ném obsazené
nesmi byt testovdny na zvifatech. Pfi udé€lovani certifikatu se bere ohled i na pouziti
obalovych materialt, kde je zakédzano pouzivat PVC a polystyren.

Certifikat CPK je ud€lovan ve dvou forméach, a to CPK — certifikovana prirodni kosmetika,
ktery zarucuje, ze ptipravek obsahuje minimalné 85% slozek ptirodniho plvodu. Druhy je
pak CPK — bio, ktery zarucuje, ze kosmeticky pfipravek neni slozen z oleji a tuku, které byly
pfipraveny chemickou rafinaci, a obsahuje minimaln€ 90% surovin pfirodniho ptivodu, kdy
zaroven minimalné 20% hmotnostniho podilu, do kterého se nezapocitava voda, musi byt BIO

3].

CFKe| | CPKe

CERTIFIKOVANA

PRIRODNI o
KOSMETIKA ] O

Obrazek 3: Loga certifikatu CPK [3]

2.2.4 Certifikat BDIH

Dalsi znamy certifikat pro kosmetické pfipravky nese nazev BDIH podle nazvu spolecnosti
— Bundesverband Deutscher Industrie- und Handelsunternehmen fir Arzneimittel,
Reformwaren, Nahrungserganzungsmittel und kosmetichle Mittel e.V. (Asociace némeckych
primyslovych a obchodnich firem z oblasti 1éCiv, zdravotnickych potieb, potravinovych
dopliikti a osobni hygieny. Certifikat zarucuje, ze kosmeticky pfipravek obsahuje pouze
pfirodni suroviny, kter¢ by mély v maximalni moZné mife pochazet z ekologického
zemé&délstvi, pripravek také nesmi obsahovat ropné produkty, syntetické parfémy, barviva
nebo konzervanty a je také zakazdno testovani na zvifatech jak u hotového kosmetického
ptipravku, tak i vychozich surovin v ném obsazenych [9].

Obrdzek 4: Logo BDIH [10]
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2.3 Slozeni bio, vegan a raw kosmetickych pripravki

Kosmetické piipravky z fady bio, vegan a raw se skladaji z riznych slozek. Mezi zakladni
patii tenzidy, které maji celou fadu riznych funkci, jako naptiklad smaceci a Cistici schopnost
[11]. Patii sem jak tenzidy neinoické, naptiklad kyselina stearova ¢i palmitova, tak i tenzidy
ionické, které se déli na anionické — palmitan sodny, stearan draselny apod. a na kationické
tenzidy, které ale nejsou v téchto kosmetickych pfipravcich povoleny. Dal§imi zakladnimi
slozkami jsou hydrofilni rozpoustédla nebo hydratacni latky alkoholické povahy, kam se tadi
voda, ktera vsak nesmi byt chemicky ani fyzikaln¢ dezinfikovana. Dale alkoholy, kyseliny,
cukry a aminokyseliny a proteiny rostlinného ptivodu. Pouzivaji se také rizné anorganické
latky, jako oxid zine¢naty nebo chlorid draselny. Dale také barviva, ktery slouzi k obarveni
samotného kosmetického piipravku, celého téla nebo jen nékterych jeho casti, kam se tadi
napiiklad anthokyany a karoteny. Pro parfemaci kosmetickych ptipravkti mohou byt vyuzity
vonné slozky rostlinného ptivodu, jako naptiklad esencialni oleje. Diilezitou soucasti jsou i
antioxidac¢ni latky jako vitaminy A, E, C [3].

Dalsi vyznamnou slozkou jsou oleje a tuky, které jsou v testovanych typech kosmetiky
nejvice zastoupené. Pouzivaji se naptiklad pro vyrobu mydel nebo se ptidavaji do krémii.
Oleje patii také do skupiny takzvanych aktivnich slozek, coz znamena, ze tyto latky maji také
vlastni specifické uc€inky, kterymi obohacuji kosmeticky ptipravek o dalsi pozitivni vlastnosti,
které maji ptipravky na pokozku, vlasy, nehty nebo rty. K t€émto vlastnostem patii u
rostlinnych oleji to, ze dokazi slouzit jako ndhrada kozniho mazu a maji tedy zvlaciujici
ucinek. Samotny kozni maz, ktery se tvofi ve specidlnich Zlazkach je slozeny ze smési
mastnych kyselin a glyceridt, s vékem se jeho produkce snizuje a dusledkem toho miize
dochazet k rychlej§imu starnuti pokozky, k pozastaveni tohoto procesu mohou byt pouzity
prave rostlinné oleje. Ve veganské kosmetice navic plati podminka, ze nesmi byt zivocisného
puvodu.

YV wevr

Oleje muzeme ziskdvat riznymi zpiisoby, mezi nejbeznéjsi patii lisovani a extrakce. Pii
lisovani dochazi k vytlaceni oleje z materidlu, ktery ho obsahuje (vétSinou olejnatych semen)
pomoci Snekovych list. U extrakce dochazi kuvolnéni oleje za pouziti vhodnych
rozpoustédel. Tento proces je typicky pro zisk oleje z nizkoolejnatych surovin [12].

2.4 Rostlinné oleje

2.4.1 Slunecnicovy olej

Olej se ziskava ze Slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus L.), konkrétné ze semen a nazky.
Oleje obsazeného v nazkach je zhruba 20-45 %, v semenech pak 42-63 %. Pokud mame
kvalitni slune¢nicovy olej, pak velmi prospiva pokozce, svym sloZenim totiZ pfipomina lidsky
kozni maz, podoba se tedy pfirozenym lipidim pokozky. Kdyz se zaméfime na slozeni oleje,
pak obsahuje 5-8 % kyseliny palmitové, 0,1-0,4 % kyseliny palmitolejové, 4-6 % kyseliny
stearové, 15-25% kyseliny olejové, 62-70 % kyseliny linolové, 0,2-1,4% kyseliny
linolenové, 0,0-0,3 % kyseliny arachidonové, 0,2-1,0 % kyseliny eikosanové a 0,5-1,1 %
kyseliny behenové. Diky nizkému obsahu kyseliny linolenové, mé slunecnicovy olej vysokou
trvanlivost. Obsahuje také karotenoidni latky, které mohou vykazovat 1 c¢éasteCnou
antioxidacni aktivitu [13].
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2.4.2 Olivovy olej

Je typicky pro oblast okolo Stfedozemniho mofte, ziskava se u Olivy obecné (Olea sativa,
L.) a jeho duzina obsahuje az 60 % oleje. Olivovy olej mé zvlac¢nujici a protizanétlivé ucinky,
pouziva se jako slozka pfipravkli na ochranu proti sluneénimu zafeni a na citlivou a
rozpraskanou pokozku. Samotny olivovy olej obsahuje 60-85 % kyseliny olejové, 9-14 %
kyseliny linolové a 1 % kyseliny linolenové. Pokud mame olivovy olej lisovany za studenta,
pak obsahuje i vitaminy A a E, které maji antioxida¢ni G¢inky [13].

2.4.3 Kokosovy olej

Kokosovy olej se ziskava z Palmy kokosové (Cocos nucifera L.), konkrétné z ususené bilé
duziny z kokosového ofechu, kterd obsahuje 55-65 % oleje. Kokosovy olej ma rlizny vzhled
Vv zévislosti na teploté¢ okolniho prostiedi. Rozpousti se totiz pfi 25°C. Je velmi vhodny
k oSetfeni pokozky, po jeho aplikaci je pokozka hladka a jemna. Olej obsahuje 6-10 %
kyseliny kaprylové, 5-10 % kyseliny kaprinové, 39-54 % kyseliny laurové, 15-23 % kyseliny
myristové, 6-11 % kyseliny palmitové, 1-4 % kyseliny stearové, 4-11 % kyseliny olejové a 1-
2 % kyseliny linolové [13].

2.4.4 Sojovy olej

Ziskava se z bobu So6ji lustinaté (Soja hispida), které obsahuji 12-22 % oleje. Sojovy olej
je také velmi bohaty na obsah lecitinu a pouziva se jako vychozi surovina pro celou skélu
vyrobku z oblasti ptirodni kosmetiky, jako naptiklad stabilizatorti, saponatii nebo emulgatora.
Ma velmi dobré zmékcovaci schopnosti, posiluje obranyschopnost pokozky a také zabraiuje
vysychani pokozky. Pouziva se tedy velmi Casto ve vyzivnych krémech a prostfedcich na
hydrataci pokozky. Samotny soéjovy olej obsahuje 8-13 % kyseliny palmitové, 0,2 % kyseliny
palmitolejové, 2-5% kyseliny stearové, 17-26 % kyseliny olejové, 4-10% kyseliny
linolenové a 50-62 % kyseliny linolové [13].

2.45 Mandlovy olej

K ziskavani oleje se pouziva jadro plodu mandloné obecné (sladké), (Prunus amygdalis
var. Dulcius). Olej vyrobeny ze sladkych mandli je velmi bohaty na esencialni mastné
kyseliny a je velmi oblibenou slozkou kosmetickych ptipravka. Co se tyka slozeni oleje, tak
se v ném nachazi asi 6-8 % kyseliny palmitové, 0,5-2 % kyseliny stearové, 64-82 % kyseliny
olejové a 8-28 % kyseliny linolové [13].

2.4.6 Bambucké maslo

Bambucké maslo se ziskava z rostliny Butyrospermum parkii, ¢esky maslovniku afrického.
Tato rostlina je zajimava tim, ze za¢ina naplno plodit az po 40 letech riistu. Méaslo se ziskava
z jader plod, ze 4 kg jader ziskdme zhruba 1,5 kg bambuckého masla. Bambucké maslo tvofi
hlavni aktivni slozku téch nejkvalitnéjSich kréml, ma vybornou schopnost zjemiovat
pokozku. M4 také velmi dobré vlastnosti jako ochrana pokozky proti UV paprskiim. Obsahuje
kyselinu skoficovou, ktera ma ochranné vlastnosti. Bambucké maslo obsahuje 3-5 % kyseliny
palmitové, 30-45 % kyseliny stearove, 40-45 % kyseliny olejové a 3-9 % kyseliny linolové
[13].
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2.4.7 Olej z hroznovych jader

Tento druh oleje se ziskava z rostliny Vitis vinifera, ¢esky réva vinna. Hroznova jadra
obsahuji velmi malé mnozstvi oleje, zhruba 5-20 %. Diky nizkému obsahu oleje v jadfe je
jeho vyroba velmi naroc¢nd, da se ziskéavat jen rafinaci. Je hojné vyuzivany v mydlarnach pfi
vyrob¢ tekutych mydel. Pii vyrobé kosmetickych piipravkl se pouziva diky své nizké cené
pomérné hojné, ma zvlaciujici vlastnosti a vytvaii na pokozce ochrannou vrstvu. Obsahuje 5-
11 % kyseliny palmitové, 0,5 % kyseliny palmitolejové, 3-6 % kyseliny stearové, 12-28 %
kyseliny olejové a 58-78 % kyseliny linolové [13].

2.4.8 Meruiikovy olej

Meruiikovy olej se ziskava z meruiiky obecné (Prunus armeniaca). Ziskavani oleje z jader
merunck je pomérné finanéné narocné a jeho slozeni se jen velmi malo lisi od mandlového
oleje, byva tedy Casto zaménovan nebo falSovan. Pokozka jej velmi rychle vstiebava a dodava
Ji vysoké davky provitaminu A. Ma velmi lehkou strukturu a dobie plsobi na suchou a
citlivou plet. Meruinikovy olej obsahuje 3,6-6,6 % kyseliny palmitové, 0,5-1,0 % kyseliny
palmitolejové, 0,5-1,5 % kyseliny stearové, 58-74 % kyseliny olejové, 25-30 % kyseliny
linolové a 0,3 % kyseliny alfa-linolenové [13].

2.4.9 Jojobovy olej

Jojobovy olej se ziskava ze simondsie ¢inské (Simmondsia chinensis). Semena jojoby jsou
velmi bohata na olej, obsahuji ho az 60 %. V surové formé se vyskytuje jako tekuty vosk,
byva zakladem balzdmu a ty€inkovych deodoranti. Na pokozku ma velmi ptiznivy vliv, je
povazovan za velmi u¢innou slozku ptipravki uréenych k péci o plet’ a také za aktivni latku
zpomalujici starnuti pokozky. Pouziva se také v Samponech, kondicionérech, mydlech,
ruznych krémech a v opalovacich prostfedcich nebo i v rténkach. Chemicky jojobovy olej
povazujeme za vosk, obsahuje totiz smés esterd mastnych kyselin s mastnymi alkoholy, je
velmi citlivy na teplotu, v chladu tuhne. Jeho pouziti je idealni na rozpraskanou pokozku, je
ale 1 idealni pro mirnéni produkce kozniho mazu, tedy pro skupinu lidi se sklonem k mastné
pleti. Obsahuje 0-2 % kyseliny palmitové, 10-13 % kyseliny olejové, 66-71 % kyseliny
eikosanové, 0-1 % kyseliny behenové a 14-20 % kyseliny dokosenové. Obsahuje také mastné
alkoholy eikosanol, dokosanol, tetrakosanol, oktadekanol a dalsi [13].

2.5 Esencialni oleje

Mezi esencialni oleje patii oleje sintenzivni vini a chuti. V rostlindch se nachazi
v silicnych nadrzkach a kandlcich. Jejich obsah je velmi proménlivy a obvykle relativné
nizky, proto je jejich ziskani velmi naro¢né, pouziva se vétsinou technologie destilace vodou
a parou [12].

Esencidlni oleje jsou také znamé tim, Ze maji antimikrobidlni u¢inky, mohou tedy fungovat
jako konzervanty. Tato vlastnost je jim pfisuzovana diky tomu, Ze jsou slozeny z mnoha
aktivnich slozek, jako jsou terpeny, terpenoidy, karotenoidy, kumariny a kurkuminy (viz
Obrazek 5). Jejich pouziti je velmi vhodné, protoze patii mezi ptirodni latky. Esencialni oleje
se Casto pouzivaji k ochuceni nebo dodani vhodného aroma v potravinaiskych nebo
kosmetickych vyrobcich.

Kromé antimikrobidlni aktivity mohou esencialni oleje fungovat také jako antioxidanty
nebo insekticidy.

15



Napiiklad esencialni olej ziskany z blahovi¢niku kulatoplodého (Eucalyptus globulus) ma
antimikrobialni u¢inky proti bakteriim Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Uginkuje
tedy proti gram-negativnim i gram-pozitivnim bakteriim [15].

2.5.1 Eukalyptus kulatoplody (Eucalyptus globulus)

Olej z eukalyptu se ziskava destilaci parou z listti, obsahuje 1,8-Cineole (Eucalyptol), ktery
tvoii 58-80 %, dale Alpha-pinene z 10-22 %, limonene z 1-8 %, para-cymene z 1-5 %, trans-
pinocarveol z 1-5 %, aromadendrene z 1-5 % a globulol z 0,5-1,5 %. Uz domorodci pouzivali
listy eukalyptu na desinfekci ran, u samotného esencialniho oleje pak byly prokazany
antimikrobidlni G¢inky. Stromy eukalyptu byly dokonce vysazovany v severni Africe, kde
uspeésné zabranovaly Sifeni malarie, G¢inkuje tedy i na odpuzovani hmyzu. Jeho viné
podporuje zdravi, pohodu, ¢isténi a 1éCeni [16].

2.5.2 Levandule lékaiska (Lavandula angustifolia)

U levandule se olej ziskava destilaci parou z kvéti. Ziskany esencialni olej obsahuje 24-
45 % linalyl acetatu, 25-38 % linaloolu, 5-12 % camphoru, 4-10 % cis-beta-ocimenu, 1,5-6 %
trand-beta-ocimenu a 2-6 % terpinen-4-olu. Olej ma antiseptické, antimykotické,
protinddorové a protikiecové ucinky, plisobi také proti nadmérnému koznimu mazu. Jeho
ving je uklidiujici a vyvazujici, zlepsuje koncentraci a dusevni ¢ilost [16].

2.5.3 Teatree — Kajeput stiidavolisty (Melaleuca alternifolia)

Esencialni olej se ziskava destilaci parou z listii a obsahuje 30-45 % terpinenolu-4, 10-
28 % gamma-terpinenu, 5-13 % alpha-terpinenu, 0-15 % 1,8-cineolu (eucalytol), 1,5-8 %
alpha-terpineolu, 0,5-°12 % para-cymenu, 0,5-4 % limonenu, 0-7 % aromadendrenu, 0-8 %
delta-candinenu a 1-6 % alpha pinenu. Vyznacuje se tim, Ze ma antimikrobialni a antisepticky
ucinek. Jeho ving podporuje ¢isténi a Cistotu [16].

2.5.4 Pomerancovnik ¢insky (Citrus sinensis)

Olej z pomerancovniku ze ziskava lisovanim za studena z kiry a obsahuje 85-96 %
limonenu a 0,5-3 % myrcenu. M4 protinadorovy a protisrazlivy ucinek, jeho viné ptsobi
antidepresivné a navozuje relaxaci [16].
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Obrdzek 5: Vybrané slozky esencidlnich olejit [15]

2.6 Mastné kyseliny

K vyrobé krémi se obvykle nejvice pouziva voda a oleje. Oleje jsou slozené z rtiznych
mastnych kyselin, které jsou navazany esterovou vazbou na glycerol a tvofi tak
triacylglyceroly. Mastné kyseliny maji rizny vzhled. Jejich spole¢nym znakem je piitomnost
karboxylové skupiny a uhlikatého fetézce s riznym poctem uhlikti i jednoduchych a dvojnych
vazeb. Podle pfitomnosti nasobnych vazeb se déli na nasycené, které neobsahuji dvojné vazby
a na nenasyceng, které obsahuji minimélné jednu dvojnou vazbu. Pokud obsahuji pouze jednu
dvojnou vazbu, oznacuji se jako mononenasycené, v ptipadé ptitomnosti vice dvojnych vazeb
pak jako polynenasycené.

Dalsi déleni, které se pro mastné kyseliny pouZziva je na esencidlni a neesencidlni.
Esencidlni mastné kyseliny si neni lidské té€lo samo schopno vytvofit a do této skupiny se fadi
kyseliny s vétsim mnozstvim dvojnych vazeb, jako kyselina linolova, linolenova nebo
arachidonova. Neesencidlni mastné kyseliny si lidské télo umi samo syntetizovat, patii sem
naptiklad kyselina palmitova, stearova nebo olejova [17].
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2.6.1 Nasycené mastné Kyseliny

Pro nasycené mastné kyseliny se téz pouziva zkratka SAFA, tedy saturated fatty acids.
Obsahuji od 4 do 60 atomu uhliku a maji obvykle rovny, nerozvétveny fetézec. Krome
systematického nazvoslovi, se u téchto kyselin velmi ¢asto pouziva nazvoslovi trividlni (viz
Tabulka 3). Mezi nejobvyklejsi nasycené mastné kyseliny patii kyselina palmitova, ktera se
vyskytuje skoro ve vSech zivocisnych i rostlinnych lipidech [17].

Tabulka 3: Zdkladni nasycené mastné kyseliny [17]

Mastna kyselina Pocet atomii uhliku Trivialni nazvoslovi
Butanova 4 Maselna
Hexanova 6 Kapronova
Oktanova 8 Kaprylova
Dekanova 10 Kaprinova
Dodekanova 12 Laurova
Tetradekanova 14 Mpyristova
Hexadekanova 16 Palmitova
Oktadekanova 18 Stearova
Eikosanova 20 Arachova
Dokosanova 22 Behenova
Tetrakosanova 24 Lignocerova

2.6.2 Nenasycené mastné Kyseliny

Jak uz bylo popsano vyse, nenasycené MK se déli na mononenasycené, neboli MUFA —
monounsaturated fatty acids a polynenasycené, tedy PUFA — polyunsaturated fatty acids.
Pokud se zaméfime na obecné slozeni oleji a lipidii, pak oleje mohou obsahovat az 90 %
nenasycenych mastnych kyselin a naopak tuky jich obsahuji méné, cca kolem 50-70 % [17].

Mononenasycené mastné kyseliny diky pfitomnosti dvojné vazby tvofi izomery
oznacované cis a trans. NejbéZnéjSim zastupcem je kyselina olejova, kterd se nachéazi jak
v rostlinnych tak i v zivo¢isnych olejich (viz Tabulka 4) [17].
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Tabulka 4. Zdkladni mononenasycené mastné kyseliny [17]

Mastna kyselina

Pocet atomu uhliku

Poloha dvojné vazby
a izomerie

Trivialni nazvoslovi

Decenova 10 4-cis Obtusilova
Decenova 10 9-cis Kaprolejova
Dodecenova 12 3-cis Linderova
Dodecenova 12 9-cis Laurolejova
Tetradecenova 14 4-cis Tsuzova
Tetradecenova 14 9-cis Myristolejova
Hexadecenova 16 9-cis Palmitolejova
hexadecenova 16 O-trans Palmitelaidova
Oktadecenova 18 6-cis Petroselova
oktadecenova 18 6-trans Petroselaidova
oktadecenova 18 9-cis Olejova
oktadecenova 18 9-trans Elaidova

Polynenasycené mastné kyseliny opét mohou tvofit rizné izomery, v literatuie se v jejich
nazvoslovi setkavame i s oznacenim ®-6 nebo ®-3 mastné kyseliny. Toto oznaceni udava, ze
se dvojna vazba nachézi na 6. nebo 3. uhliku od konce fetézce. NejobvyklejSim zastupcem
polynenasycenych mastnych kyselin je kyselina olejova (viz Tabulka 5) [17].

Tabulka 5: Zdkladni polynenasycené mastné kyseliny [17]

Mastna kyselina

Podéet atomu uhliku

Poloha dvojné vazby
a konfigurace

Trivialni nazev

oktadekadienova 18 9,12-cis, cis Linolova
oktadekadienova 18 9,12-trans, trans Linolelaidova
oktadekatrienova 18 9,12,15 — all-cis a-linolenova
oktadekatrienova 18 6,9,12 - all-cis y-linolenova
eikosatetraenova 20 5,8,11,14 - all-cis Arachidnova
dokostetraenova 22 7,10,13,16 - all-cis Adrenova
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2.7 Mikrobialni kontaminace a konzervanty

2.7.1 Druhy mikrobialni kontaminace

Mikrobialni kontaminace se déli na dva druhy, a to na kontaminaci priméarni a sekundarni.
V prvnim pfipadé dochazi ke kontaminaci piimo surovin nebo vody, ze kterych je kosmeticky
ptipravek vyroben. Ve druhém ptipadé pak kontaminace nastava béhem vyroby kosmetického
piipravku ve vyrobnich prostorach, zatizenich nebo jej kontaminuji lidé, tedy zameéstnanci, a
nebo uz ptimo spotiebitelé¢ kosmetického piipravku.

Na problém se narazi hlavné pii praci s novymi nevyzkouSenymi surovinami, které mohou
byt vhodnou Zivnou plidou pro mikroorganismy nebo pii praci s fyziologicky u¢innymi
latkami, které se nemohou tepelné zpracovat. S timto se mizeme setkat hlavné pti vyrobé raw
kosmetiky, kde nesmi byt kosmeticky ptipravek béhem vyroby zahiivan na teplotu vyssi nez
42°C [2].

Hlavnim zdrojem mikrobialni kontaminace je voda, kterd je typickou sloZzkou naprosté
vétSiny kosmetickych ptipravkl, a dokonce i destilovand voda umoziiuje metabolismus a
mnozeni mikroorganismu [19].

2.7.2 Podminky ovliviiujici mikrobidlni kontaminaci v kosmetickych pripravcich

Jak uZ bylo popséno vySe, mikroorganismy pro svijj rist potiebuji relativné velké dostupné
mnozstvi vody, ale 1 v ptipadé, kdy je vody ve vyrobku nedostatek mohou v ném piezivat
rizné spory nebo cysty, které jsou schopné prezit i v extrémnéj$ich podminkach. Pozadavky
vody pro preziti a rdst organisml jsou vyjadieny jako aktivita vody aw, kterd udava obsah
volné vody, kterd neni vazand na zddné slozky. Mikroorganismy tedy tuto vodu mohou
vyuzivat pro svij rust.

Mezi dalsi faktory ovliviiujici vyskyt mikroorganismt patii i to, jaky druh kosmetického
pripravku je vyrabén, kazdy totiz nabizi rizné druhy prostfedi. Jak uz bylo popsano vyse,
nejohroZenéjsi pro kontaminaci mikroorganismy jsou vodné roztoky, pokud ov§em mame
dostatecné vysoké pH a vysoky osmoticky tlak mizeme rastu MO zabranit. U emulzi O/V je
vyss§i pravdépodobnost kontaminace nez u emulzi V/O, také rizné praskové piipravky a
kompaktni pudre podporuji rist MO. Na téchto pudrech se mizou na povrchu vyskytovat i
plisné.

Pfi vybéru surového materialu pro vyrobu kosmetického ptipravku je také dulezité dbat na
to, aby nebyl materidl kontaminovany, zvIasté¢ u bio kosmetiky, kde se pouzivaji ptirodni
materidly, mize byt materidl pomémé hodné kontaminovany. Mezi tyto materidly patfi
napiiklad talek, bentonit, kaolin, rizné pigmenty, pfirodni gumy, rostlinné extrakty, vajicka,
Skroby, vitaminy, enzymy. Vyrobci by tedy méli hledat prodejce, kteti prodavaji material
v ochrannych obalech a specifikuji, jestli je dany material kontaminovany nebo ne.

K redukci kontaminace by mél byt kosmeticky pripravek pii vyrobé tepelné oSetien, a to
nejlépe tak, Zze vodni faze by méla byt zahifivana minimélné 30 minut a olejova faze 10-15
minut pfi 85-90°C v nerezové nadob¢ zahtivané parou. Pokud je vyrdbén produkt, ktery se
béhem vyroby nezahtivd, pak by méla byt provedena mikrobiologickd kontrola vSech
pouzitych surovin.

20



Pti baleni kosmetického pfipravku jsou obvykle sklenéné ldhve sterilizovany, mize byt
provedena i kontrola, kdy se par z vysterilizovanych lahvi promyje sterilni vodou a u té se
poté provedeno mikrobiologicka kontrola.

Dalsi a snad 1 nejdilezitéjsi véci, kterou se vyrobce musi zabyvat je vybér vhodného
konzervantu, ktery zamezi ristu MO [20].

2.7.3 Mikroorganismy v kesmetickych piipravcich

Pseudomonas. P. aeruginosa, P. maltophilia, P. paucimobilus, P. cepacia. Tyto
mikroorganismy muZzeme nalézt vruznych prostiedich. Jsou velmi variabilni na
ptizptisobovani se okolnim podminkam, jsou napt. schopné adaptovat se i na rizné toxické
chemikalie zahrnujici i biocidy. Pseudomonasy patfi mezi mikroorganismy, které zptisobuji
infekce ran a spalenin. V pfipad¢, ze se vyskytnou v kosmetickém vyrobnim zavodu, tak se
obvykle objevuji v diisledku selhani kontroly a monitorovani vodniho systému. Pfi¢inou muze
byt nedostate¢na sanitace nebo se mohou vyskytnout ve slepych koncich potrubi, kde mize
dochazet ke stagnaci produktu.

Serratia. Mikroorganismy z rodu Serratia rozkladaji cukry na pyruvat, ktery je dale
redukovan na butandiol, ethanol nebo oxid uhli¢ity. Mohou se nachdzet v kontaminovanych
desinfek¢nich prostiedceich nebo v povrchove aktivnich latkach, tedy napiiklad emulgatorech.
Pii¢iny zpusobujici kontaminaci vyrobki jsou obdobné jako u Pseudomonas.

Escherichia. Patii do kmene Enterobacteriaceae. Produkuji laktat, acetat, sukcinat a bud’
formiat nebo vodik, plynny oxid uhli¢ity a ethanol. Patfi mezi hlavni mikroorganismy
nachdzejici se ve stfevech clovéka, a jsou tedy brany jako ukazatel na piipadné fekalni
zneCisténi vody. Néekteré kmeny zplsobuji gastroenteritidu nebo infekce mocovych cest.
Obvykle se tyto mikroorganismy nachdzi ve star§ich vodnich systémech nebo v systémech,
jejichZ potrubi obsahuji velké vrstvy biofilmu.

Enterobacter. Mikroorganismy patiici do kmene Enterobacter produkuji butandiol, ethanol
a oxid uhli¢ity. Jedna se o typicky kontaminant v domécnosti a miize rist ve slabé
konzervovanych produktech. Mezi druhy, které kontaminuji kosmetické ptipravky, patii
Enterobacter agglomerans, Enterobacter gergoviae a Enterobacter cloacae. Tyto organismy
se vyskytuji v pudé a Casto napadaji rostlinna pletiva, coz muze zplsobovat rizné nekrozy.
Obecné nejsou povazovany za lidské patogeny, pokud nejsou piimo vpraveny do krevniho
reciste.

Klebsiella. Tento mikroorganismus je obecné velmi rozsifeny, patii mezi lidské patogeny,
nekteré druhy patii mezi komenzaly. Vyskytuji se predev§im v ptidé a ve vodé a jsou také
patogeny rostlin. Klebsiella pneumoniae mize zpisobovat pneumonii u lidi, ktefi jsou fyzicky
oslabeni nebo jsou oslabeni v disledku zvySené konzumace alkoholu. Mikroorganismy jsou
nepohyblivé a beézné¢ se nachdzi v domécnosti, mohou tedy kontaminovat kosmetiku
prostifednictvim spotiebitele béhem uzivani.
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Proteus. Organismy jsou pohyblivé a produkuji plynny sirovodik, jsou typické svym
specidlnim pohybem nazvanym rojeni. Obvykle se nachazi ve stfevech lidi a zvifat a
v mistech kontaminovanych fekaliemi. Mohou zptisobovat hnisavé infekce Vv riiznych ¢astech
téla, pokud dojde k zaneseni mikroorganismt do téla, napt. infekce ran. Jejich pfitomnost
v kosmetice indikuje kontaminaci surovin, jako napiiklad povrchové aktivnich latek nebo
pouziti vody s vysokou hladinou necistot.

Staphylococcus. Tyto mikroorganismy patfi mezi nepohyblivé koky. Ne&které druhy
zpusobuji tvorbu furunkli — hnisavych lozisek v oblasti vlasovych nebo chlupovych folikult,
nebo také otravu jidla. Kdyz jsou kultivovany na krevnim agaru, Staphylococcus aureus
produkuje Cisté zony znamé jako PB-hemolysy, které jsou zplisobeny v dusledku lyze
cervenych krvinek. Jeho pfitomnost v kosmetickych piipravcich indikuje lidskou
kontaminaci.

Streptococcus. Vyskytuji se v fetézcich. Mohou zpisobovat infekci ran a otravu Krve.
Jejich pritomnost v kosmetickych vyrobcich je velmi vzacna a miZze byt vysledkem Spatné
dodrzovanych hygienickych piedpist, naptiklad, kdyby zaméstnanci vlozili ruce do produktu
nebo obalu na vysledny produkt.

Bacillus. Clenové rodu Bacillus se vyskytuji témét viude na Zemi. Ziji primarné v pudg, a
patii mezi bézné zdroje antibiotik, vytvaii spory. V kosmetickém primyslu mohou byt
nékteré bézné rostlinné suroviny kontaminovany pravé sporami. Naptiklad aloe vera, pokud
se pouzije pouze pasterace U gelu z aloe vera, nemusi byt dostate¢na, protoze spory jsou velmi
odolné. Misto toho se pouziva proces tyndalizace — opakovaného ohtevu, ktery probiha
béhem po sobé jdoucich tfech dnti, spory béhem této doby vyklici a stanou se tedy nachylné
K vyssim teplotam. Vyskyt téchto mikroorganismii v kosmetice je tedy nezadouci, jelikoz se
¢lenové rodu Bacillus vyskytuji hlavné v pudé¢, jejich pfitomnost tedy indikuje mozné
znecisténi vyrobku pidou.

Clostridium. Opét se nachazi hlavné v pidé. Zpisobuji infekce ran. Mezi hlavni druhy,
které zpusobuji kontaminaci kosmetiky, patii C. perfringens a C. tetani, pfedstavuji totiz
obdobn¢ jako klostridie mozné znec€isténi pidou [22].

Candida albicans. Kvasinka Candida albicans je ovalna a tvoii pseudomycelium. Nachazi
se v lidském téle jako soucast mikroflory v dychaci a travici soustave, a i v genitalnim traktu
u Zen. Kvasinky se mohou stat invazni, kdyZ dojde k naruSeni imunity hostitele. Napftiklad pti
zanétech, které jsou léCeny pomoci antibiotik nebo také v ptipadé popalenin. Candida i
Aspergillus mohou zptisobovat mykozy [21].

2.7.4 Antimikrobialni latky a konzervacni latky

Pti vyrobé kosmetiky je nutné¢ dodrzovat sterilni podminky, aby nedoslo ke kontaminaci,
zaroven je ale nutné do piipravki pfidavat jeSté¢ antimikrobidlni ¢i konzervaéni latky, které
zaruci, ze se v kosmetickém piipravku neobjevi mikrobialni kontaminace uz po par dnech ¢i
tydnech v disledku napt. Spatného skladovani piipravku, ¢i kontaminace pifi pouzivani ze
$pinavych rukou [23].

Jako konzervant se d& pouzit celd fada latek jako jsou naptiklad alkoholy nebo parabeny. U
bio, raw a veganské kosmetiky vSak nardzime na problém, ze nékteré z konzervacnich latek
mohou byt syntetické, a tedy i nevhodné k pouziti. V piipadé -certifikdth je vzdy
specifikovano, které latky muze kosmeticky piipravek obsahovat. V biokosmetice mizeme
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pouzit jako konzervant i esencidlni oleje, které mohou mit antimikrobialni G¢inek (viz kap.
2.5).

V ptirodni kosmetice se tak muze pouzivat naptiklad kyselina benzoova, jeji soli a
ethylestery, tato slozka se v piirodé nachazi napiiklad v benzoinu, tedy esencialnim oleji
ziskaném z rostliny Styrax benzoin. Dale se pouziva benzylalkohol, ktery je obsazen v oleji
Z jasminovych kvéth, ale 1 v dalSich esencidlnich olejich. Kyselina dehydrooctova a jeji soli se
nachazi v kvétech solandry lesklé (Solandra nitida). Jako dalsi se pouzivaji kyselina
mravenci, propionova, salicylova nebo sorbova a jejich soli [7].

2.8 Testy pouzivané pro zjiSténi trvanlivosti kosmetickych pripravkiu

Testy, kterymi se zjistuje trvanlivost nebo také jen ucinnost konzervanti se nazyvaji
zatézové testy. Mohou se pouzivat napiiklad pro zjisténi minimélni koncentrace konzervantd,
ktera se musi pridavat do kosmetickych ptipravki, aby byla konzervace dostate¢né¢ ucinna a
nedochazelo k rtstu nezddoucich mikroorganismu.

Pii vyrobé novych kosmetickych piipravki je nutné provést test pro zjiSténi Ucinnosti
konzervacéni latky, ktery urci, jakd minimalni koncentrace konzervanti musi byt pouzita.
Kdyz by byla pouzita pfili§ nizka koncentrace, pak by po kratké dobé mohlo dojit ke
kontaminaci ptipravkl a pokud by byla koncentrace zase pfili§ vysokd mohl by mit ptipravek
Skodlivé u¢inky na pokozku [21].

2.8.1 EU Pharmacopoeia

Test EU Pharmacopoeia je zavedeny uz nékolik let, trvd 28 dni, kdy je sledovany
mikroorganismus zaockovany pouze na zacatku testu a pak jsou odebirdny vzorky
z testovaného ptipravku 2., 7., 14. a 28. den po zaockovani. Vzorky jsou poté kultivovany na
trypton sojovém agaru (TSA). Pro bakterie existuji kritéria A a B, kdy u kritéria A musi po 2
dnech klesnout pocet bakterii o 2 logaritmické tady, a po 7 a 14 dnech o 3 logaritmické fady,
28 den uz by nemélo dochazet ke zvySeni poctu bakterii. U kritéria B pak musi dojit k poklesu
poctu bakterii o 3 logaritmické tady po 14 dnech a opét 28 den uz by nemélo byt
zaznamenano zvyseni poctu bakterii. U plisni plati u kritéria A, Ze po 14 dnech musi dojit ke
snizeni poctu bunék od 2 logaritmickeé fady a po 28 dnech by uz nemélo byt zaznamenano
zvySeni poctu buné€k, u kritéria B je vyhodnoceni obdobné, jen po 14 dnech staci, aby doslo
ke sniZzeni poctu bun€k o jeden logaritmicky fad. Do zkoumaného vzorku musi byt vzdy
nao&kovana kultura mikroorganismii o koncentraci 10° — 10® CFU/mI a k testovéni se poZivaji
mikroorganismy Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans a
Aspergillus niger [24].

2.8.2 US Pharmacopoeia

U test US Pharmacopoeia je testovani obdobné jako u EU Pharmacopoeia. Opét je na
zacatku testovani provedeno pouze jedno zaockovani sledovanych mikroorganismi. Test trva
28 dni, ale odbéry vzorki jsou provedeny jen dvakrat. U bakterii se po 14 dnech musi snizit
pocet bunék o 2 logaritmické fady a po 28 dnech nesmi dojit ke zvySeni poctu bakterii. U
plisni pak sta¢i, ze se od zaoCkovani po 14 a 28 dnech pocet buné¢k nezvysi. Koncentrace
kultur zaockovanych do vzorkii je obdobna jako u testu EU Pharmacopoeia, tedy 10° —
10°% CFU/m. K testovani se pouzivaji mikroorganismy Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans a Aspergillus niger [24].
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2.8.3 Schiilke Koko test

Schiilke Koko test je velmi vhodny diky tomu, ze kultivace sledovanych mikroorganismu
probiha v jednom jediném vzorku kosmetického piipravku na rozdil od testti popsanych vyse,
kde se kazdy zkoumany mikroorganismus zaockovava do vzorku zvlast, mizeme tedy fict, ze
timto zpiisobem Schiilke Koko test simuluje podminky, které nastavaji pfi bézném uzivani
ptipravku spotiebitelem, zaockovani mikroorganismu také neprobiha jen na pocatku testu, ale
V 6 za sebou jdoucich cyklech.

Ptiprava mikroorganisml a samotnych vzorkli kosmetického ptipravku probihd v nékolika
krocich. Pro zapoceti testu je nejprve nutné piipravit kolonii mikroorganismi vhodnou
k zaoCkovani. Ptipravi se tedy zivné médium do Erlenmeyerovy barky, do které¢ho je pak
Z Petriho misky naoCkovan pozadovany mikroorganismus, poté se kultura nechd rist.
K pouziti v Schiilke Koko testu je nutné, aby zaockovana kultura nebyla star$i nez 3 dny. Poté
se stanovi pocet mikroorganisml v 1 ml kultury, aby do vzorku zkoumaného kosmetického
prosttedku mohlo byt naotkovano alespoti 4-10°- 4-10° CFU/ml. Ockovéani probiha v 6
cyklech po 6 tydnt, kdy kazdy tyden tésné pted zaoCkovanim nové davky mikroorganismu je
proveden odbér vzorku a jeho zaockovani na Petriho misku s TSA, aby mohlo byt zjisténo,
zda mikroorganismy v daném vzorku rostou nebo nerostou. Pokud ve vzorku béhem této doby
nezaznamendme zadny rust mikroorganismi, pak muzeme prohlasit, ze tento vzorek ma
trvanlivost minimalné 30 mésici. Pro testovani se pouzivaji mikroorganismy, které se mohou
obvykle vyskytovat v kosmetickych ptipravcich jak zfad kvasinek, bakterii, tak i plisni,
konkrétn¢ pak napiiklad Enterobacter gergoviae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Kocuria
rhizophila, Staphylococcus aureus, Candida albcans, Aspergillus niger a Penicillium
funicolosum [24].

2.9 Polymerazova retézova reakce

Principem polymerazové fetézové reakce (PCR) je replikace nukleovych kyselin, dochéazi
k opakujici se enzymové syntéze vybranych tisektit DNA a to ve sméru 5‘—3° pomoci DNA-
polymerazy.

Nejprve dochazi k denaturaci DNA. Dale je usek, ktery ma byt replikovan ohrani¢eny
pfipojenim dvou primerti, které jsou navdzany na protilehlé fetézce DNA, takovym
zpusobem, Ze jejich 3‘-konce sméfuji proti sobé. Nasledné po piidani DNA-polymerazy a
nukleotidii dochéazi k syntéze novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné. Pti
PCR se pouziva specidlni termostabilni polymerdza napt. Tag DNA-polymeraza, ktera je
izolovana z termofilnich mikroorganismtt Thermus aquaticus. Termostabilni polymerazy
musi byt pouzivany z diivodu, aby nedoslo K jejich poskozeni pti denaturaci DNA, kdy tento
proces probiha pii velmi vysokych teplotdch a béhem PCR se né€kolikrat opakuje.

Obecné PCR probiha ve tfech krocich, které se nékolikrat opakuji a probihaji béhem nich
tf1 odli$n¢ dgje.
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Tabulka 6. Popis jednotlivych krokit PCR

Krok Popis déje
1. Denaturace DNA (94 °C)
2. Ptipojeni primert k denaturovanym fetézcim

DNA (30-65 °C)

3. Syntéza novych fetézci pomoci DNA-
polymerazy (65-75 °C)

Vsechny kroky se provadéji na specialnim zafizeni tzv. thermocykleru, kde se teplota méni
automaticky v naprogramovanych ¢asovych intervalech. Pfi opakujicich se cyklech
exponencialné roste pocet kopii nukleovych kyselin 2", kde n je pocet cyklu. Vytvaii se tak az
miliarda kopii.

Pro PCR je optimalni pocet cykli 25-35. Pii vysokém poctu cyklid se zvySuje i pocet
vznikajicich nespecifickych produkti PCR. Rozhodujici je také co nejdokonalejsi denaturace
DNA templatu v prvnim kroku, kdy denaturace docilime zahiatim smési na 94-97 °C po dobu
2-5 min. Teplota pro pfipojeni primerd se pohybuje zhruba od 55 az po 68 °C po dobu 30-
60 s. A posledni krok, syntéza DNA pak probiha pti 68-72 °C.

Vyslednym produktem PCR jsou tzv. amplikony, tedy useky DNA o definované délce a
velikosti, ktera se pohybuje obvykle kolem desitek az tisice bp. Jejich pfitomnost ve smési se
dokazuje pomoci elektroforézy na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu.

Pti pouziti PCR musi byt bran velky zietel, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku, protoze i
jedna molekula nezndmé DNA mulze vést k ziskadni faleSného signalu. Musi byt tedy
provedena opatieni jako desinfekce pracovniho povrchu UV-svétlem, kdy dojde k odstranéni
exogennich nukleovych kyselin, pouzivani rukavic, a ptidani vzorku DNA az jako posledni
slozky.

Poziva se také varianta PCR, kdy je pfimo zaznamenana kvantifikace PCR-produktu
v pribehu reakce, tedy v readlném case, tzv. real-time PCR. Cela kvantifikace naamplifikované
DNA se provadi prostfednictvim detekce fluorescencéniho signdlu v zatizeni, které kromé
cyklického stfidani teplot pro pribéh jednotlivych kroki PCR umoziuje i detekci
fluorescence, vysledky tedy mohou byt pribézn€ pozorovany piimo na pocitaci bez nutnosti
analyzy elektroforetickou metodou [26].

2.10 Gelova elektroforéza

V molekularni biologii patii elektroforéza k nejpouzivané€jSim separacnim technikam,
pouziva se pii izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Principem elektroforézy je, Ze
se nabit¢ molekuly pohybuji v elektrickém poli, kdy nukleova kyselina mé4 diky pfitomnosti
fosfatové skupiny zaporny naboj, pohybuje se tedy ke kladné nabité elektrodé¢ — anodé. U
gelové elektroforézy se nejcastéji pouziva polyakrylamidovy nebo agardézovy gel. Gel tvofi
sloZitou sitovou strukturu, podle velikosti separovanych nukleovych kyselin se pouziva
prislusny druh gelu. Agardzové gely se pouzivaji pro separaci nukleovych kyselin o velikosti
od 100 bp az po 50 kb, zatimco polyakrylamidové gely se pouzivaji, pokud se separuji mensi
molekuly o velikosti 10 az 1000 bp. U gelové elektroforézy je rychlost pohybu molekul
nukleovych kyselin ovlivnéna jejich velikosti, kdy mensi molekuly prochazi gelem rychleji, a
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tedy 1 dal nez molekuly vétsi. Nezndmé DNA je srovnavana s DNA o zndmé velikosti. PO
dokonceni elektroforézy je k identifikaci a vyhodnoceni separovanych molekul potieba
obarveni molekul DNA, aby doslo k jejich zviditelnéni. Jako barvivo se pouziva ethidium
bromid, ktery funguje tak, Ze se vmezetuje mezi sousedni pary bazi a vytvari komplex, ktery
po osvétleni UV svétlem Cervené fluoreskuje. Po osvétleni jsou molekuly DNA detekovany
jako prouzky na gelu s riznou intenzitou svitu, ktera zavisi na koncentraci DNA. Misto
ethidium bromidu se také pouziva barvivo s komerénim ozna¢enim SYBR, jedna se o skupinu
fluorescencnich kyaninovych barviv. Dokonce Ize gelovou elektroforézu pouzit i pro separaci
a studium molekul DNA, které se nachazeji v riznych typech, Ize tedy odlisit kruznicové
molekuly DNA od molekul linearnich nebo otevienych [26].

2.11 Plynova chromatografie

U plynové chromatografie se jako mobilni faze pouziva plyn. Vzorek je davkovan do
proudu nosného plynu dusiku, vodiku, helia nebo argonu a ten jej dale unasi kolonou. Aby
mohl byt vzorek unasen mobilni fazi, musi byt nejdiive pfeménén na plyn, K této pfeméné
dochazi v davkovaci, kde musi byt zajisténo odpafeni vzorku v co nejkratSim case. Po
nastiiknuti vzorku do kolony se stacionarni fazi dochdzi k separaci slozek v kolon¢ dle riizné
schopnosti slozek vzorku poutat se na stacionarni fazi. Kolony pouzivané v plynové
chromatografii mohou mit velmi rozdilné vlastnosti, napliiové kolony byvaji vyrobeny ze skla
nebo oceli, kdy jejich vnitini primér je 2 — 3 mm a mohou mit délku 1 az 3 metry, maji také
vetsi kapacitu nez kapilarni kolony a jejich naplit mohou tvofit napiiklad silikagel nebo
hlinitokfemicitany. U kapilarnich kolon pak tvofi stacionarni fazi vnitini sténa, a to obvykle
s kfemene. Slozky, které opoustéji kolonu, pak indikuje detektor. Mezi nejpouZzivanéjsi patii
tepelné-vodivostni detektor, plamenovy ionizacni a detektor elektronového zachytu. Dale se
signal z detektoru vyhodnocuje a z ¢asového prubéhu se ziska kvalitativni informace o slozce
a Z intenzity signalu pak jeji kvantitativni zastoupeni.

Pomoci plynové chromatografie se daji stanovovat latky, které musi byt tepelné stalé, mit
dostatecny tlak syté pary a jejich relativni molekulova hmotnost je mensi 1000. Mezi tyto
latky patfi naptiklad plyny, nedisociovatelné kapaliny, pevné organické molekuly a
organokovové latky. Pouziva se také postup chemické zmény analytd, které maji
nevyhovujici vlastnosti na derivaty, které uz jsou pro pouziti v analyze plynovou
chromatografii vhodné [27].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pro kultivaci kvasinek, bakterii a plisni
Nutrient Broth, Himedia

Agar, Bacteriological, Himedia

D-gluko6za bezvoda p.a., Lachner

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia

Kaseinovy pepton, Carl Roth

Kvasniény extrakt - prasek, Himedia

Tryptonova voda, Himedia

Kaseinovy pepton, enzymatic digest, Sigma Aldrich

Chlorid sodny p.a., Lachner

Chemikalie pouZivané pri PCR

Agarosa pro elektroforézu, Serva

Nanaseci pufr Yeallow load, Top-Bio

DNA standard, Malamité

Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma-Aldrich
Ethanol p.a., Penta

Ethidium bromid (5 mg/ml), Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Serva
Fluorescen¢ni barvivo GoldView, Ecoli

Chlorid sodny, Lachema

Lysozym, Serva

Polyethylen glykol (PEG 6000), FLUKA BioChemika, Sigma-Aldrich
Proteinaza K, Serva

Chemikalie pouzité pro plynovou chromatografii
Hexan p.a., Lach-Ner

Methanol p.a., Lach-Ner

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner

Chemikalie pouzité pro ovéreni antibakteridlnich vlastnosti esencidlnich oleju
Limonen, 97%

Linalool, 97%

Geraniol, 97%

Citral, 95%

Citronellol, 96%

Vsechny od firmy Alfa Aesar, a Johnson Matthey Company, Germany

3.2 Pouzité mikroorganismy

Serratia marcescens CCM 8587
Micrococcus luteus CCM 1569
Candida glabrata CCM 8270
Aspergillus niger F8189
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Escherichia coli CCM 3988



3.3 Slozeni kultiva¢nich médii

YPD médium

20 g/l Pepton

20 g/l Glukéza

10 g/l Kvasni¢ny extrakt
20 g/l Agar

LB médium

10 g/l Trypton

59/l Kvasni¢ny extrakt
54/ NaCl

NB médium
25 g/l Nutrient Broth

TSA médium
4159/l  Trypton sojovy agar

3.4 Dalsi slozky pouzité pri PCR
Roztoky na PCR
Smés B (1M Tris-HCI, pH 7,8; 0,5M EDTA, pH 8,0; lysozym 3 mg/ml)
TE pufr (1M Tris-HCI, pH 7,8; 0,5M EDTA, pH 8,0; destilovana voda)

Komponenty pro PCR

PPP Master mix (smés DNA-polymerazy, smés dNTP, PCR pufr s Mg?* ionty) (Top-Bio,
Praha, CR)

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Primery specifické pro doménu Bacteria

Primery specifické pro kvasinky Candida glabrata

Magnetické nosice
F-kol B 77 ox (2mg/ml) pfipravené Ing. Danielem Hordkem CSc. na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze.

3.5 Pristroje

Plynovy chromatograf TRACE GC (Thermoquest Italia S. p. A., Italie) s plamenovo-
ioniza¢nim detektorem. Split/splitless injektorem a kapilarni kolonou DB-23 o rozmérech
60 m x 0,25 mm x 0,125 um

Pocitac¢ PC, Intel Pentium Procesor

Thermal cycler DNA Engine, BIO-RAD Lab., USA

3.6 DalSi slozky pouzité pro plynovou chromatografii

Chemikalie pouZzité pro pFipravu vzorku na GC
Hexan p.a., Lach-ner

Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner

Methanol p.a., Lach-ner
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Plyny

Dusik 5.0 SIAD v tlakové nadobé€ s redukénim ventilem FMO
Vodik 5.5 v tlakové nadobé s redukénim ventilem
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové nadobé s redukénim ventilem FMO

3.7 Zkoumané vzorky krémi a jejich sloZeni

Pro praktickou ¢ast byly vybrany 3 vzorky krému, které jsou k dostani v obchodni siti a
déle 3 vzorky krémt pochazejici z doméci vyroby. Jako komercni krémy byly vybrany: krém
znaCky Lavera, znacky URTEKRAM a znacky Neobio. Kazdy z téchto produktt je drzitelem
alesponl jednoho certifikatu. Stejné tak i krémy z domdaci vyroby jsou vyrobeny tak, aby
splnovala kritéria pro zisk certifikatti, konkrétné certifikatu NATRUE.

Tabulka 7: Zdkladni informace zkoumanych krémii

Nazev krému

SloZeni

LAVERA - pletovy a télovy krém

— Certifikaty: Natrue, Vegan
— Datum spotieby: 07/2019

Water (aqua), Glycine soja (Soybean) Oil,
Alcohol, Glycerin, Butyrospermum Parkii
(Shea Butter), Cetyl Alcohol, Cetearyl
alcohol,  Glyceryl  Stearate  Citrate,
Helianthus Annus (sunfloeer) seed oil,
Prunus Amygdalus Dulcius (sweet Almond)
oil, Prunus Amygdalus Dulcius (sweet
Almond) seed extract, Calendula Officinalis
Flower extract, Potassium Cetyl Phosphate,
Beta-Carotene, Xanthan Gum, Tocopherol,
Helianthus Annus (sunflower) seed oil,
Ascorbyl Palmitate, Fragrance (Parfum),

Limonene, Linalool, Geraniol, Citral,
Citronellol, Benzyl Benzoate, Benzyl
Alcohol
Neobio — jemny krém na ruce Bio Aloe & | Aqua (water), Alcohol denat., Cocos
Oliva Nucifera (coconut) oil, Butyrospermum

— Certifikaty: Natrue
— Datum spotieby: 6 mésicti po otevieni

Parkii (Shea) Butter, Palmitic acid, Stearic
Acid, Olea Europaea (Olive) Fruit Oil,
Isoamyl Laurate, Cetearyl Alcohol, Cetearyl
Glucoside, Aloe Barbadensis Leaf Juice,
Vitis Vinifera (grape) Seed Oil, Xanthan
gum, Sodium PCA, Betaine, Sodium
Lactate, Tocopherol, Helianthus Annus
(Sunflower) Seed Oil, Lactic Acid, PCA
Ethyl Cocoyl Arginate, Parfum (essential
oils), Limonene, Linalool, Coumarin
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Nazev krému

SloZeni

URTEKRAM - télové mléko bez parfemace

— Certifikaty:  Vegan,
Cosmos organic
— Datum spotteby: 6 mésicli po otevieni

Cruelty  Free,

Aqua, Butyrospermum parkii butter, Olea
europaea oil, Aloe barbadensis Leaf extract,
Polyglyceryl-3-dicitrate/stearate,  glycerin,
Zea mays starch, Cetyl alcohol, Coco-
caprylate, Zea mays starch, Glyceryl
caprylate, Glyceryl stearate se, punus
armeniaca karnel oil, Simmondsia chinensis
seed oil, Xanthan Gum, Tocopherol, Beta-
sitosterol, squalene

VyZivujici krém

Aqua, Simmondsia chinensis seed oil,
Punus armeniaca kernel oil, Caprilis oil,
Glyceryl Stearate citrate, Butyrospermum
parkii (Shea) butter, Cetearyl alcohol,
skvalan, panthenol, allantoin, tee tree oil,
eukalyptus essential oil, orange essential oil

Univerzalni levandulovy krém

Aqua, Aloe Barbadensis Leaf extract, Oryza
Sativa Bran oil, Olea Europea oil, Vitis
Vinifera seed oil, Cocos Nucifera oil,
Behentrimonium  methosulfate, Cetearyl
alcohol, Lavandula Angustifolia oil, Benzyl
alcohol, Dehydro Acetic, Sorbic and
Benzoic acid, Hydrolyzed Silk protein,
Tocopherol
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Nazev krému SloZeni

Krém na zralou plet’ Agqua, Rosa Mosqueta Juice, Olea Europea
oil, Vitis Vinifera seed oil, Fish oil, Soya
Been Oil, Daucus Carota Sativa Root
Extract, Beta-Carotene, Behentrimonium-
methosulfate, Cetearyl alcohol, Glycerine,
Canaga Odorata oil, Vanilla Planifolia oil,
Benzyl alcohol, Dehydro Acetic, Sorbic and
Benzoic acid, Tocopherol, Hydrolyzed Silk
protein, Hyaluronic Acid

3.8 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby

V ramci praktické ¢asti bakalarské prace jesté pred zapocetim pifimo Schiilke Koko testu,
byla provedena kultivace jednotlivych kréma jen na TSA, abychom potvrdili, Ze krém
Z vyroby opravdu neobsahuje Zadnou mikrobidlni kontaminaci.

Ptiprava vzorkd na kultivaci probihala tak, ze z kazdého vybraného krému byl odebran
0,1 g do zkumavky, k této navazce pak bylo piidano 0,9 ml sterilni dest. H.O a pak bylo
provedeno desitkové fedéni az po hodnotu 10°. Kultivace na TSA v Petriho miskach byla
provedena pro fedéni 1073 a 10°°, kdy na agar bylo naneseno vzdy 0,1 ml roztoku ptislusného
fedéni. Pro kontrolu byly vzorky pro kazdé fedéni kultivovany na dvou Petriho miskach a to
po dobu 69 hodin, po této dob& byly vzorky vyhodnoceny. Redéni i roztér na agar byly
provadény v boxu pfedem vysterilovanym UV zafenim, aby bylo zamezeno kontaminaci
Z ovzdusi.

3.9 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby metodou PCR

3.9.1 Lyze bunék a izolace DNA

Nejprve byla provedena lyze bun€k ze zkoumanych vzorkd krémi. Bylo odebrano 0,3 g
krému ve sterilnim prostfedi. Poté bylo pfidan 0,6 ml smési B a vzorky byly kultivovany
hodinu pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 25 pl 10% SDS a 5 ul proteinazy K poté
byly vzorky inkubovany pii 55°C do dalSiho dne. Déle byla provedena izolace DNA, kdy do
Eppendorfovych zkumavek byla pfipravena smés o nasledujicim slozeni viz Tabulka 8.
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Tabulka 8: Slozeni smési pro izolaci DNA

Poradi Slozka Objem (ul)

1. NaCl (5M) 400
2. DNA (lyzat) 100
3. PEG 6000 (40%) 400
4. Magneticky nosi¢ (2 mg/ml) 100
Vysledny objem 1000

Smés byla inkubovdna 10 minut pifi laboratorni teploté, poté byla kratce sto¢ena na
minicentrifuze a dale byla umisténa do magnetického separatoru. Kdy byly magnetické
Castice separovany po dobu 5 minut pii laboratorni teploté. Poté byl ze zkumavky odebran
supernatant a byl pfidan 1 ml 70% ethanolu, vzorky byly vloZzeny do magnetického
separatoru, ethanol byl odebran a poté byly jesté magnetické ¢astice promyty 0,5 ml ethanolu.
Zkumavky poté byly pfendany do exsikatoru, aby se odpatil zbyly ethanol.

Po odpafeni ethanolu bylo do zkumavek ptidano 50 pl TE pufru. Zkumavky byly
inkubovéany 2,5 hodiny pfi laboratorni teploté, dale byly zkumavky umistény na magneticky
nosic a byl odebran eluat obsahujici DNA do Eppendorfovych zkumavek.

3.9.2 Polymeriazova retézova reakce

Ve sterilnim boxu byla pfipravena smés na stanoveni bakteridlni i kvasinkové DNA o
nasledujicim slozeni viz Tabulka 9. U negativni kontroly byl 1 ul matrice DNA nahrazen 1 pl
vody. U pozitivni kontroly byla pro doménu Bacteria pouzita DNA Lactobacillus casei ssp.
Casei CCM 7088T a pro kvasinky DNA C.glabrata CCM 8270.

Tabulka 9: SloZeni PCR smési

Slozka Objem (ul)
Voda pro PCR 18

PCR pufr 2,5

Smeés Dntp 0,5

Primer 1 1

Primer 2 1

Taq DNA-polymeréaza 1

Matrice DNA 1

Celkem 25
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Tabulka 10: Seznam specifickych primerii pro PCR reakce

Specificka Velikost
pp CR Primer Sekvence 5 — 3° produktu reference
PCR (bp)
TCC TAC GGG AGG GAG CAG
F eub
Doména CAGT 466 (28]
Bacteria Reub | GOGACTACCAGGG TAT CTA
ATCCTGTT
. CGT CAT AGA GGG TGA GAA
Oli-F
_ TCC
kvasinky 152 [29]
. ACT TGT TCG CTATCG GTC
Oli-R TC

Po ptipraveni PCR smési byl zapnut thermocycler se specialnim programem pro PCR
kvasinek a bakterii viz Tabulka 11.

Tabulka 11: Pouzité amplifikacni programy

Krok cyklu Specifita PCR

Doména Bacteria Kvasinky
1 | Denaturace DNA pted 1. cyklem 95°C/5 min 94°C/5 min
2 | Denaturace 95°C/30 s 94°C/60 s
3 | Pfipojeni primeril 55°C/30's 51°C/30's
4 | Syntéza DNA 72°C/60 s 72°C/60 s
5 | Dosyntetizovani fetézce v poslednim | 72°C/5 min 72°C/5 min

cyklu

6 | Pocet cykla 35 35

3.9.3 Gelova elektroforéza DNA

Na gelovou elektroforézu byl ptfipraven 1,6% agarosovy gel navazenim 1,92 g agarosy,
ktera byla rozpusténa ve 120 ml 0,5 x TBE pufru a do smési byl pfidan 1 pl interkala¢niho
¢inidla Gold view a smés byla néasledné rozpusténa a rozvafena v mikrovinné troub¢. Vznikly
roztok byl ponechédn chvili stat a poté byl nalit do vani¢ky s hiebinkem. K produktim PCR
bylo pfidano 5 pl nanédseciho pufru a zkumavky byly kratce centrifugovany. Po zatuhnuti gelu
byl z gelu vyjmut hiebinek a do vzniklych jamek bylo pipetovano vzdy 30 pl z kazdého
vzorku, také bylo naneseno 5 ul DNA standardu (100bp Zebiiek). Vanicka s gelem a
nanesenymi vzorky byla poté vlozena do elektroforetické vany a pievrstvena 0,5 x TBE
pufrem. Samotna elektroforéza probihala 2,5 hodiny pfi napéti 70 V. Jakmile elektroforéza
skoncila, tak byl gel vlozen do barviciho roztoku ethidiumbromidu zhruba na 20 minut a poté
bylo provedeno vyhodnoceni na transilluminatoru v UV svétle a vysledky byly fotograficky
zdokumentovany.
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3.10 Schiilke Koko test

U Schiilke Koko testu byla nejprve provedena ptiprava inokula¢nich médii S vybranymi
mikroorganismy, byly vybrani dva zastupci bakterii, a to Pseudomonas aeruginosa a
Escherichia coli. Jeden zastupce za kvasinky Candida glabrata a jeden zastupce za plisné
Aspergillus niger. Do Erlenmayerovych ban¢k bylo pfipraveno pro bakterie LB médium, pro
kvasinku YPD médium. Pro plisné bylo pfipraveno médium ze sladu. Inokula byla dale
ponechana 2 dny kultivovat pii 30°C. Po dvou dnech kultivace bylo dohromady z kazdé
kultury zaockovano 4x10° — 4x10° CFU/mI do 10 g vzorku vzdy ve sterilnim prostfedi boxu.
Sedmy den po zaoc¢kovani bylo provedeno kontrolni o¢kovani vzorku na Petriho misku s TSA
pro fedéni 102 a 10° a hned poté bylo provedeno zaotkovani dalsi davky vybranych
mikroorganismi do 10 g vzorku krému. Tento postup byl opakovan po dobu 6 tydnt.

3.11 Antimikrobialni test u vzorka krému

Pro potvrzeni antimikrobialni aktivity ve vzorcich krému byl proveden test nasledujicim
postupem. Nejprve byly pfipraveny kultury mikroorganisml v zivném médiu. Byly vybrany
tii mikroorganismy, jeden zastupce za kvasinky Candida glabrata a jeden zastupce za gram-
pozitivni bakterie Micrococcus luteus a jeden za gram-negativni bakterie Serracia
marcescens, kultivace mikroorganismu probihala 24 hodin.

Dalsi den bylo provedeno zaockovani na Petriho misky obsahujici vhodné médium pro
vybrané¢ MO, a to pro kvasinky YPD médium a pro bakterie NB médium. Pfed samotnym
zaoCkovanim bylo provedeno ziedéni kultury u kvasinek 5x a u bakterii 10x. Ze ziedéného
objemu MO bylo poté pipetovano vzdy 0,1 ml na Petriho misky a tento objem byl rozetten
sterilni hokejkou. Poté byly misky ponechany 20 minut stat, aby doSlo k zaklimatizovani MO
v zivném médiu a zapocal jejich rast. Po 20 minutach byly na Petriho misky s MO naneseny
vzorky krémt, do kazdé misky vzdy po 3 ¢astech. Ockovani MO bylo provedeno vzdy ve
sterilnim boxu pomoci UV zafeni, pro kontrolu byla vzdy pro kazdy vzorek krému provedena
paralelni kultivace v dal$i Petriho misce. Vyhodnoceni bylo provedeno po 69 hodinach.

Obrazek 6: Petriho miska s kulturou bakterie Serracia marcescens po 20 minutdach
kultivace a naneseni vzorku krému
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3.12 Antimikrobialni test esencialnich oleju

Obdobny antimikrobidlni test jako u vzorkd krémt byl proveden také pro latky
terpenového charakteru obsazenych ve zkoumanych vzorcich krému. Test byl nejprve
proveden pro latky koncentrované v rozmezi od 95 do 97 % a poté pro latky 1%, v takovém
procentu byvaji obsazeny v kosmetickych piipravcich a mély by fungovat ¢asteéné jako
pfirodni konzervanty. Nejprve bylo opét provedeno zaoCkovani vybranych mikroorganismu a
to gramnegativni bakterie Serracia marcescens, grampozitivni bakterie Micrococcus luteus do
NB média a kvasinka Candida glabrata do YPD média. Po 24 hodinach ristu kultur bylo
provedeno zaockovani na agarové plotny na Petriho miskach obsahujici opét NB nebo YPD
médium. Nasledné¢ byly misky ponechany 20 minut stat, aby doslo k aklimatizaci
zaoCkovanych MO a jejich ristu. Po 20 minutach bylo do jamek v Petriho miskach naneseno
50 ul vzorku. Vyhodnoceni vysledki bylo provedeno po 24 hodinach.

3.13 Stanoveni aktivnich sloZek plynovou chromatografii

Plynovou chromatografii byly stanoveny aktivni latky, konkrétné mastné kyseliny,
obsazeny ve vzorcich krémt jakozto slozky u¢innych rostlinnych oleji.

3.13.1 Podminky pro stanoveni methylesterii mastnych kyselin

Plynovy chromatograf TRACE GC 2000 (ThermoQuest S.p.A., Italie)
Autosampler AI/AS 3000
Kapilarni kolona: DB o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 um
Teplotni program:
e 60°C 10 minut
e Vzestupny gradient 12°C/min do 200°C s vydrzi 10 minut
e Vzestupny gradient 5°C/min do 220°C s vydrzi 15 minut
e Vzestupny gradient 10°C/min do 240°C s vydrZi 7 minut
e Celkova doba analyzy: 60 minut
o Vstup:
e Teplota injektoru: 250°C
e Doba bezdélicového davkovani: 5 minut
e Davkovani: autosampler bez délice toku (splitless) (1 pl)
e Nosny plyn:
e Prutok dusiku: 0,5 ml/min
e Detektor FID — plamonové-ionizaéni:
e Teplota detektoru: 250°C
e Pratok vzduchu: 350 ml/min
e Pritok vodiku 35 ml/min
e Make-up dusiku: 30 ml/min
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3.13.2 Priprava vzorki pro analyzu na GC

U vzorkt krémt byla nejprve provedena extrakce a esterifikace, bylo navazeno 0,53 g
krému Lavera, 0,48 g krému Neobio a 0,49 g krému Urtekram. Do kazdého vzorku pak bylo
ptidano 10 ml hexanu a vzorky byly ponechany 4 minuty na vortexu a 5 minut v ultrazvuku.
Dale bylo do vzorku pfidano 5 ml dest. H20. Do bani¢ek bylo napipetovano 0,5 ml vytvoiené
horni faze, 4,5 ml hexanu a 0,5 ml 2M KOH v methanolu. A s roztoky se tfepalo 8 minut.
Dale byl odebran 1 ml horni faze na plynovou chromatografii.

3.13.3 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin

Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin byla provedena na zékladé¢ srovnani

retencnich Cast a ploch pika s retenénimi Casy a plochy pikt standardii o znamé koncentraci.
(viz Tabulka 12).

Tabulka 12: Standardy mastnych kyselin

Cislo piku Mastna kyselina | Reten¢ni  ¢as | Koncentrace Plocha piku
(min) (mg/ml) (mV-s)
1 Kapronova 18,28 0,04 2825843
2 Kaprylova 21,68 0,04 3466573
3 Kaprinova 24,15 0,04 3824882
4 Undekanova 25,26 0,02 2083691
5 Laurova 26,39 0,04 4363197
6 Tridekanova 27,59 0,02 2160471
7 Myristova 28,99 0,04 5142349
8 Mpyristolejova 29,72 0,02 2165183
9 Pentadekanova 30,61 0,02 2198462
10 cis-10- 31,55 0,02 2002343
pentadecenova
11 Palmitova 32,63 0,06 11862097
12 Palmitoolejova 33,35 0,02 2204918
13 Heptadekanova | 34,61 0,02 1951607
14 cis-10- 35,41 0,02 1855260
heptadecenova

15 Stearova 36,79 0,04 6146507
16 Elaidova 37,20 0,02 2123704
17 Olejova 37,56 0,04 12419087
18 Linolelaidova 38,04 0,02 1732572
19 Linolova 38,86 0,02 5671779
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Cislo piku Mastna Kkyselina | Retenéni  ¢as | Koncentrace Plocha  piku
(min) (mg/ml) (mV+s)

20 y-linolenova 39,69 0,02 1789686

21 linolenova 40,60 0,02 1986463

22 Arachova 42,02 0,04 3477495

23 cis-11- 43,03 0,02 2041954
eicosenova

24 cis-11,14- 44,97 0,02 1641102
eicosadienova

25 Heneicosanova 45,38 0,02 1676667

26 cis-8,11,14- 46,24 0,02 1632369
eicosatrienova

27 Arachidonova 47,10 0,02 1269034

28 cis-11,14,17- 47,58 0,02 1405360
eicosatrienova

29 cis-5,8,11,14,17- | 49,54 0,02 3310808
eicosapentaenova

30 Behenova 50,04 0,04 1303750

31 Erukova 51,03 0,02 1683480

32 cis-13,16- 53,00 0,02 1489194
docosadienova

33 Tricosanova 53,26 0,02 1614542

34 Lignocerova 56,70 0,04 3029313

35 Cis- 57,97 0,02 1501724
4,7,10,13,16,19-
docosahexaenova

36 Nervonova 58,31 0,02 867969
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby

Kontrola potencialni mikrobidlni kontaminace kosmetickych vzorkti z vyroby byla
provedena dle kap. 3.8. Po 69 hodinach po naneseni ziedéného vzorku na Petriho misku
S TSA bylo provedeno vyhodnoceni vysledkli. U vSech vzorkli krémii bylo potvrzeno, ze
Z vyroby neobsahuji Zaddnou mikrobialni kontaminaci. Na ukézku jsou uvedeny fotografie
Petriho misek s nao¢kovanymi vzorky fedénych 107°.

Obradzek 7: Lavera krém redéni 107

Obrdzek 9: Neobio krém na ruce redéni 107
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4.2 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby metodou PCR

Byla provedena agarosova gelova elektroforéza produkttit PCR dle kap. 3.9 (viz Tabulka
13), kdy byly detekovany produkty PCR specifické velikosti pro kvasinky (152 bp) po
obarveni v ethidium bromidu (viz Obrazek 10). V tabulkach jsou také uvedeny intenzity
produktl: +++ silnd, ++ stfedni, + slabd, - nedetekovana. U vSech testovanych kosmetickych
ptipravki byla prokdzana ptitomnost DNA kvasinek, jen u vzorku levandulového krému a
vyZzivujiciho krému byly detekovany produkty PCR stfedni intenzity, z toho lze usuzovat, Ze
se V téchto pfipravcich nachdzelo mensi mnozstvi DNA kvasinek nez v ostatnich vzorcich
krému.

1 23 456 7 89

<—1500 bp
<— 1000 bp

<— 500 bp
<— 400 bp
<— 300 bp
<— 200 bp

152 bp —
<— 100 bp

Obrazek 10: Agardsova gelova elektroforéza PCR produktit specifickych pro kvasinky

Tabulka 13: Schéma naneseni vzorkii na agarésovou gelovou elektroforézu PCR produktii
specifickych pro kvasinky

Béh ¢. DNA Detekce produkti PCR
1 Krém na zralou plet’ ++

2 Vyzivujici krém +

3 Neobio ++

4 Lavera +

5 Urtekram ++

6 Levandulovy krém +

7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola (DNA C.albicans CCM) +++

9 DNA standard 100 bp zebticek

(Pozn. Symbol + znamena slaba intenzita, ++ stiedni intenzita, +++ silnd intenzita a symbol
- znamenda nedetekovana)
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U vysledkd PCR pro produkty specifické pro doménu Bacteria (466 bp) viz Obrazek 11,
byla prokazana piitomnost bakteridlni DNA skoro u vSech analyzovanych vzorki krémd.
Detekované produkty PCR vSak mély slabou intenzitu. Lze tedy usuzovat na niz$i mnozstvi
bakteridlni DNA pfitomné ve vzorcich nebo na pfitomnost inhibitori PCR. Pfitomnost
bakteridlni DNA nebyla prokazéana v ptipadé krému na zralou plet.

1234561789

1500 bp —
1000 bp —

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

<— 466 bp

2242,

Obrazek 11: Gelova elektroforéza PCR produktii ze vzorki krémii specifickych pro doménu
Bacteria

Tabulka 14: Schéma naneseni vzorkii na agarésovou gelovou elektroforézu PCR produktit
specifickych pro doménu Bacteria

Béh ¢. DNA Detekce produkti PCR
1 DNA standard 100 bp zebticek
2 Negativni kontrola -
3 Krém na zralou plet’ -
4 Neobio +
5 Lavera +
6 Urtekram +
7 Levandulovy krém +
8 VyzZivujici krém +
9 Pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus +++
casei ssp. Casei CCM 7088")

(Pozn. Symbol + znamena slaba intenzita, ++ stiedni intenzita, +++ silnad intenzita a symbol
- znamend nedetekovand

Pfi porovnani vysledkt kultivaénich testli a analyzy PCR nebyla v ptipad¢ kultivacnich
testil prokazana pritomnost bakterii ani kvasinek v zddném z kosmetickych pfipravkda.
Analyzou PCR byla vSak prokézana ptitomnost DNA bakteridlni i kvasinkové témét u vSech
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analyzovanych vzorkl, lze tedy usuzovat na pravdépodobnou piitomnost bakteridlni a
kvasinkové DNA z divodu jejich pfitomnosti v surovinach, ze kterych byly krémy vyrobeny.
Béhem vyroby krémi, kdy dochéazi k zahtivani a pfidavani antimikrobialnich latek mohly byt
mikroorganismy usmrceny a z tohoto diivodu nedoslo k jejich rustu pii kultivaci na Petriho
miskach, avSak pfitomnd DNA mohla byt amplifikovana pomoci PCR.

4.3 Schiilke Koko test

Po 6 tydnech trvani Schiilke Koko testu provedeného dle kap. 3.10 bylo zjisténo, Ze vétSina
zkoumanych krémit ma dobu trvanlivosti minimalné¢ 30 meésicl,, protoZze po celou dobu
pribéhu testu nebyl zaznamenan rist mikroorganismu. Jen v ptfipadé krému znacky Urtekram
byl pozorovan rist mikroorganismii, konkrétné bakterii uz po prvnim zaockovani, coz
znamend, ze krém ma velmi kratkou dobu trvanlivosti. U vyzivujiciho krému pak byl rist
mikroorganismi, konkrétné kvasinek pozorovan po Ctvrtém zaockovani, coZ znamena, Ze
krém ma krat$i dobu trvanlivosti nez 30 mésicti.

Obrazek 12: Vysledky ockovani na Petriho misky 6. tyden Schiilke Koko testu — krém
znacky Urtekram (A — redeéni 10°,B — fedeni 107)

Obrazek 13: Vysledky ockovani na Petriho misku 6. tyden Schiilke Koko testu — vyZivujici
krém, Fedéni 107
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Tabulka 15: Vysledky Schiilke Koko test

Vzorek Redéni | 1.tyden | 2.tyden | 3.tyden |4.tyden |5.tyden | 6.tyden

103 - - - - - -
Lavera

10° - - - - - -

103 - - - - - -
Neobio

10° - - - - - -

103 ++B ++B ++B ++B ++B ++B

Urtekram
107 +++B +++B +++B +++B +++B +++B

Levandulovy 10°

krém 105 - - - - - -

3
Krémna |10 ) ) ) ) ) )

zralou plet’ | 105 - - - - - -

Vyzivujici | 10° |- - - +Y +Y +Y

krém 10 - - - ++Y ++Y ++Y

(Pozn. Symbol - znamend, ze na Petriho miskach nebyl pozorovan zdadny riist MO, symbol
+ znamenda nepatrny rust MO, symbol ++ mirny rist, symbol +++ masivni riist MO, symbol
B znaci rist bakterii, symbol Y znaci rust kvasinek)

4.4 Antimikrobialni test u vzorku krému

Antimikrobidlni test testovanych vzorkii byl proveden dle kap. 3.11. U vSech vzorki
krémt byl pozorovan po 24 hodinové kultivaci jen ¢astecny inhibi¢ni U€inek. Antimikrobialni
ucinek byl pravdépodobné jen kratkodoby, cca v jednotkach hodin a poté mikroorganismy
vzniklé zony zacaly zarustat.

U vSech vzorki krémG az na krém znacky Lavera byla pozorovana pii pouziti
mikroorganismu C.glabrata ¢asteény inhibi¢ni G¢inek. U mikroorganismu M.luteus pak byla
pozorovana tvorba casteénych inhibi¢nich zoén jen u krému na zralou plet. V ptipadé
posledniho zkoumaného mikroorganismu S.marcescens byl velmi maly inhibi¢ni t¢inek, kdy
bylo pozorovano lehké zesvétleni narostlych kolonii kolem vzorku u krému na zralou plet,
déale pak u krému znacky Lavera, Urtekram a Neobio. Z vysledki je tedy patrné, Ze krémy
nemaji antimikrobidlni aktivitu, coZ od nich spottebitelé ani neocekavaji, protoze by pak
fungovaly jako desinfekce, coz neni v zdjmu vyrobcl ani spotiebitell. Z téchto vysledka
muzeme ale odvodit, ze krémy, kde byla zaznamenana alesponn Caste¢nd antimikrobidlni
aktivita, by nemusely tolik podléhat mikrobialni kontaminaci.
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Tabulka 16: Vysledky antimikrobidlniho testu pro vzorky krémii

Pouzité mikroorganismy
Krém

Candida glabrata | Micrococcus luteus | Serratia marcescens

Neobio

Lavera

Urtekram

VyzZivujici krém

Levandulovy krém

Krém na zralou plet’

45 Antimikrobiilni test esencialnich oleja

U antimikrobidlni testu provedené¢ho dle kap. 3.12 bylo po 24 hodinich kultivace
provedeno vyhodnoceni inhibi¢nich zén na Petriho miskach. Konkrétni vysledky u
jednotlivych vzorkl esencialnich oleji pro vybrané sledované mikroorganismy jsou uvedeny
Vv tabulce nize (viz Tabulka 17).

Nejvyssi inhibicni ucinek byl pozorovan u vzorku citralu, kde na Petriho miskach
s C.glabrata a M.luteus byly inhibi¢ni zony tak velké, Ze nebyl skoro viibec pozorovan rust
mikroorganismi. Velké inhibi¢ni zony byly také zaznamenany u C.glabrata a M.luteus u
geraniolu a linaloolu. Naopak vzorek limonenu nemél u Zadného ze zaockovanych
mikroorganismt inhibi¢ni zény, mizeme tedy tvrdit, ze nema zadny nebo velmi maly
antimikrobialni efekt.
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Tabulka 17: Velikosti inhibicnich zon u koncentrovanych olejii

Mikroorganismus

Serratia Candida glabrata | Micrococcus luteus

Esencialni olej
marcescens

Velikost inhibi¢ni zény [mm]

Geraniol 2,9 7 6,2
Citral 4,9 - -
Limonen 0 0 0
Linalool 3,7 7,7 57
Citronellol 1 53 Cast. inhib. efekt

(Symbol — znaci, ze inhibicni zony byly tak velké, Ze na misce nebyl skoro viitbec pozorovin
riist MO)

Obrazek 14: Ukdzka inhibicnich zon pri pouziti S.marcescens (A — limonen, B — geraniol,
C —citral)

Antimikrobidlni test byl také proveden pro 1 % esenciélni oleje. Zde vSak nebyl pozorovan
ani ¢aste¢ny inhibiéni efekt. U vSech zkoumanych mikroorganismu C.glabrata, S.marcescens
i M.luteus byl povrch celé Petriho misky rovnomérné porostly mikroorganismy az po hranici
jamky sesencialnim olejem. Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze pouze pritomnost
esencialnich olejii v kosmetice nedokaze zarucit dostatecny antimikrobidlni efekt a je tedy
potieba pfitomnost i dalSich povolenych pfirodnich konzervacnich latek (viz kap. 2.7.4).

Obrazek 15: Ukdzka vysledKu testu pro 1 % esencialni oleje (4 — citrall SM, B — citral CG,
C — linalool SM, D - linalool CG)
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4.6 Plynova chromatografie

Po upravé vzorki dle kap. 3.13.2 a analyze ziskanych dat z chromatogramu bylo
vyhodnoceno procentualni mnozstvi mastnych kyselin, jako biologicky ucinnych latek, ve
zkoumanych vzorcich kréma. Nejvyssi zastoupeni mastnych kyselin je ve vzorku krému
znaCky Urtekram potom v krému znacky Lavera a nakonec v krému znacky Neobio. Co se
tykéd zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin, pak nejvyssi pocCet obsahuje krém znacky
Neobio.

V krému Neobio se s nejvyssim podilem nachazi kyselina kaprylova, ¢imz byla potvrzena
ptritomnost kokosového oleje, ktery tuto kyselinu obsahuje ze 6-10 %. Krém tedy diky obsahu
kokosového oleje plsobi pozitivng na plet’, ktera je po jeho pouziti hladka a jemna.

V krému znacky Urtekram se s nejvysSim podilem nachazi kyselina stearova, coz
potvrzuje piitomnost bambuckého masla, které kyselinu stearovou obsahuje. Bambucké
maslo je hlavni aktivni slozkou téch nejkvalitnéjSich krémii a podobné jako kokosovy olej
zjemnuje pokozku, poméhé také ochranit pokozku proti UV paprskim.

V krému znacky Lavera se snejvysSim podilem nachazi kyselina heptadekanova a
linolova, vysledky potvrzuji, ze krém obsahuje sojovy olej a také bambucké maslo. Sojovy
olej ma vyborné vyzivujici a hydrataéni ucinky, pomaha také zlepSovat obranyschopnost
pokozky.

Tabulka 18: Procentudlni slozeni mastnych kyselin ve vzorcich krémii

Mastna kyselina | Pocet atomu uhliku Neobio Urtekram | Lavera
a pocet dvojnych vazeb Zastoupeni (%)
Kaprylova 8:0 9,49 - -
Kaprinova 10:0 1,10 - -
Undekanova 11:0 4,31 - 0,17
Laurova 12:0 0,38 - 0,33
Tridekanova 12:0 0,04 0,21 0,21
Myristova 14:0 0,04 0,30 2,23
Mpyristolejova 14:1 0,04 - -
Pentadekanova 15:0 - 3,55 0,26
Palmitova 16:0 0,66 0,28 6,73
Palmitolejova 16:1 0,11 - 0,39
Heptadekanova 17:0 0,16 - 12,07
Stearova 18:0 0,39 47,45 0,11
Elaidova 18:1 1,74 - 0,12
Olejova 18:1 0,41 3,11 0,32
Linolelaidova 18:2 0,14 - -
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Mastna kyselina | Pocet atomii uhliku Neobio Urtekram | Lavera
a pocet dvojnych vazeb Zastoupeni (%)
Linolova 18:2 - 0,23 7,48
y-linolenova 18:3 0,56 10,53 1,31
Linolenova 18:3 0,12 0,17 0,12
cis-11,14- 20:2 0,24 0,95 0,24
eikosadienova
Behenova 22:0 2,20 3,07 2,20
Erukova 22:1 - 2,12 -
Cis-13,16- 22:2 0,17 1,03 0,17
dokosadienova
Celkem 22,30 72,95 34,46
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5 ZAVER

Cilem prace bylo zhodnotit potencialni mikrobiologické nebezpeci v biokosmetice, raw
kosmetice a veganské kosmetice a také analyza aktivnich slozek v kosmetickych prostiedcich.
U vsech zkoumanych vzorkt krémut bylo nejprve mikrobiologickou metodou prokazano, ze
neobsahuji Zadnou mikrobialni kontaminaci z vyroby. Metodou PCR byla zaznamenana
ptitomnost bakterialni i kvasinkové DNA, ktera vSak mohla pochazet i ze surovin, ze kterych
byl krém vyroben a pii vyrobé nebo po ptidani konzervacnich latek mohly byt pfitomné
mikroorganismy zahubeny, proto pak nebyl jejich vyskyt potvrzen na Petriho miskéach.

Pti provadéni Schiilke Koko testu 4 ze 6 zkoumanych krémt testem prosly, tedy po dobu 6
tydnti nebyl zaznamenan zadny rist mikroorganisma. U krémi znacky Lavera. Neobio a dale
levandulového krému a krému pro zralou plet nebyla zaznamendna po 6 tydnech testu zadna
kontaminace. U krému znacky Urtekram se kontaminace projevila uz po prvnim tydnu
Schiilke Koko testu a u vyzivujiciho krému po 4. tydnu Schiilke Koko testu.

Dale bylo zkoumano, jestli esencialni oleje obsazené v krémech nemaji vyznamnou funkci
krom& provonéni krému i jako antimikrobialni latka. U koncentrovanych oleji byla tato
vlastnost potvrzena az na limonen, ktery netvofil inhibi¢ni zény. Avsak kdyz byl test
proveden pro 1% esencialni oleje, které se obvykle v této koncentraci nachazi v kosmetickych
ptipravcich, nebyla tvorba inhibi¢nich z6n pozorovana. Z toho vyplyva, ze v krémech musi
byt zastoupeno vice slozek s antimikrobialnim ucinkem, aby diky synergickému efektu byl
krém dostate¢n€ chranén proti kontaminaci mikroorganismu z prostfedi.

Dale byl vyhodnocen obsah mastnych kyselin ve vzorcich krémi znacky Urtekram, Lavera
a Neobio, mastné kyseliny funguji v krému jako tzv. uc¢inna latka a dodavaji krému specifické
vlastnosti, jako naptiklad zjemnéni pokozky, ochrana pted UV paprsky nebo pokozku
vyzivuji a hydratuji. Nenasycené mastné kyseliny mohou vSak také fungovat jako
antimikrobialni latky [30].

Ze ziskanych vysledkli tedy mizeme vyvodit, ze u krémid znacky Lavera, Neobio,
levandulového krému a krému pro zralou plet’ nedoslo k vyskytu mikroorganismi b&hem
6tydenniho Schiilke Koko testu z divodu, Zze krémy obsahuji povolené ptirodni konzervanty
jako jsou kyselina sorbova, benzoova nebo benzylalkohol, betain, ale také mastné kyseliny,
které mohou mit také antimikrobidlni uc¢inek. Krém znacky Urtekram neobsahuje zadny
povoleny piirodni konzervant, pouze esencialni oleje a mastné kyseliny, podil nenasycenych
mastnych kyselin je u vzorku sice pomérn¢ velky, ale diky absenci dalSich konzervaénich
latek mize byt synergicky efekt nedostacujici, a proto mize byt trvanlivost krému kratsi.
Posledni ze zkoumanych krému také neobsahuje zadné povolené piirodni konzervanty,
jelikoz vSak byl vyrabén doma, tak mohl byt pfidan vysSsi podil esencidlnich olejl, a tudiz
mohlo dojit k ristu mikroorganismi az v pozd¢jsi fazi testu, tedy po 4. tydnu.

Miuzeme tedy shrnout, Ze obecné jsou krémy s certifikaty biokosmetiky a veganské
kosmetiky z hlediska potencialni mikrobiologické kontaminace bezpecné, pokud obsahuji
alesponn n¢které povolené piirodni konzervanty (viz kap. 2.7.4). Pokud obsahuji pouze
esencialni oleje a mastné kyseliny z rostlinnych olejii, pak je jejich trvanlivost pomérné
zkracena a krémy by tedy mély byt pouzivany jen kratkou dobu po otevieni.

47



6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

48

Piirodni ¢i biokosmetika - jak je poznate? Celostnimedicina.cz [online]. c2004-
2016 [cit. 2016-11-07]. Dostupné z: https://www.celostnimedicina.cz/prirodni-ci-
biokosmetika-jak-je-poznate.htm.

PERSINOVA, Eva. Raw food jako zdzitek: uzivej si pestrost Zivé stravy kazdy den!.
Praha: Grada, 2016. ISBN 9788024757995.

Biokosmetika. KEZ 0.p.s. - kontrola ekologického zemédélstvi [onling]. Chrudim,
€2009 [cit. 2016-11-26]. Dostupné z: http://www.kez.cz/prirodni-a-bio-kosmetika

SYROVY, Vit. Tajemstvi kosmetiky. Praha: Vit Syrovy, 2015. ISBN
9788090313774.

NARIZENI EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) ¢ 1223/2009 ze dne 30.
listopadu 2009 o kosmetickych pripravcich. In: . ro¢nik 2009, ¢.1223. Dostupné
také z: http://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/HTML/?uri=CELEX:32009R1223&from=CS

Zadkon ¢. 267/2015 Sb., kterym se méni zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané verejného
zdravi a o zmeéné nékterych souvisejicich zakonii, ve znéni pozdéjsich predpisi, a
dalsi souvisejici zdakony. In: . ro¢nik 2015, ¢&islo 267. Dostupné také z:
http://www.mzcr.cz/Legislativa/dokumenty/zakon-c267/2015-sb-kterym-se-meni-
zakon-c258/2000-sh-0-ochrane-verejneho 10910 11.html

NATRUE CRITERIA. NATRUE [online]. Brusel [cit. 2017-05-07]. Dostupné z:
http://www.natrue.org/information-for/manufacturers/natrue-criteria/

Vegan Trademark standards. The Vegan Society [online]. Birmingham, c1944-2016
[cit. 2016-11-09]. Dostupné z: https://www.vegansociety.com/your-business/vegan-
trademark-standards.

BDIH STANDARD - criteria. Naturkosmetik [online]. Mannheim, c2016 [cit.
2016-11-26]. Dostupné z: http://www.ionc.info/index.php?id=16&L =1

Certifikat BDIH. BIOOO.CZ - biokosmetika a ekodrogerie [online]. Praha, c2007-
2016 [cit. 2016-11-26]. Dostupné z: http://www.biooo.cz/images/card/certifikat-
bdih-1.jpg

RIEGER, Martin M. a Linda D. RHEIN. Surfactants in cosmetics. 2nd ed., rev. and
expanded /. New York: Marcel Dekker, c1997. ISBN 0824798058.

TAUFEROVA, Alexandra, Michaela PETRASOVA, Jana POKORNA, Bohuslava
TREMLOVA a Pavel BARTL. Rostlinng produkce. Brno: Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno, 2014. ISBN 978-80-7305-716-9.

TAUFEROVA, Alexandra, Martina OSTADALOVA, Zdeitka JAVUKOVA,
Michaela PETRASOVA a Petra CASLAVKOVA. Technologie a hygiena potravin

rostlinného piivodu 1., II. Brnp: Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, 2014.
ISBN 978-80-7305-692-6.

KUSMIREK, Jan. Tekuté slunce: rostlinné oleje pro masdze, aromaterapii,
kosmetiku a vyzivu. Praha: One Woman Press, 2005, 213 s. ISBN 808635641


https://www.celostnimedicina.cz/prirodni-ci-biokosmetika-jak-je-poznate.htm
https://www.celostnimedicina.cz/prirodni-ci-biokosmetika-jak-je-poznate.htm
http://www.kez.cz/prirodni-a-bio-kosmetika
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/HTML/?uri=CELEX:32009R1223&from=CS
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/HTML/?uri=CELEX:32009R1223&from=CS
http://www.mzcr.cz/Legislativa/dokumenty/zakon-c267/2015-sb-kterym-se-meni-zakon-c258/2000-sb-o-ochrane-verejneho_10910_11.html
http://www.mzcr.cz/Legislativa/dokumenty/zakon-c267/2015-sb-kterym-se-meni-zakon-c258/2000-sb-o-ochrane-verejneho_10910_11.html
http://www.natrue.org/information-for/manufacturers/natrue-criteria/
https://www.vegansociety.com/your-business/vegan-trademark-standards
https://www.vegansociety.com/your-business/vegan-trademark-standards
http://www.ionc.info/index.php?id=16&L=1
http://www.biooo.cz/images/card/certifikat-bdih-1.jpg
http://www.biooo.cz/images/card/certifikat-bdih-1.jpg

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

PANDEY, Abhay K., Pradeep KUMAR, Pooja SINGH, Nijendra N. TRIPATHI a
Vivek K. BAJPAI. Essential Oils: Sources of Antimicrobials and Food
Preservatives. Frontiers  in  Microbiology. 2017, (7), 1-14. DOI:
10.3389/fmich.2016.0216

YOUNG, Gary. Essential Oils Pocket Reference. 5. USA: Life Science Publishing,
2011. ISBN 0983518327.

VELISEK, Jan. Chemie potravin 1. Vyd. 2. upr. Tabor: OSSIS, 2002. ISBN
8086659003.

CHOW, Ching Kuang. Fatty acids in foods and their health implications. 2nd ed.,
rev. and expanded. New York: M. Dekker, 2000. Food science and technology
(Marcel Dekker, Inc.), 96. ISBN 0824767829.

KRS, Vaclav. Materialy I pro 1. a 2. rocnik oboru Kosmeticka. Praha:
Informatorium, 2001. ISBN 8086073734.

BUTLER, Hilda. a W. A. POUCHER. Poucher's perfumes, cosmetics and soaps.
10th ed. /. Boston: Kluwer Academic Publishers, c2000. ISBN 0751404799.

ORTH, Donald S. Handbook of cosmetic microbiology. New York: Marcel Dekker,
€1993. Cosmetic science and technology series, v. 12. ISBN 082479012X.

GEIS, Philip A. Cosmetic microbiology: a practical approach. 2nd ed. New York:
Taylor, 2006, 295 s. ISBN 0-8493-1453-4

PAYE, Marc, A. O. BAREL a Howard I. MAIBACH. Handbook of cosmetic
science and technology. 2nd ed. /. New York: Taylor & Francis, 2006. ISBN
1574448242.

SIEGERT, Wolfgang. Evaluation of the Microbiological Safety of Finished
Cosmetic Products. Euro cosmetics. 2010, 2010(3), 16-19.

SIEGERT, Wolfgang. Comparison of microbial challenge testing methods for
cosmetics. H&PC Today - Household and Personal Care Today. 2013, 2013(Vol.
8(2) March/April), 32-39.

SMARDA, Jan. Metody molekuldrni biologie. Brno: Masarykova univerzita, 2005.
ISBN 8021038411.

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. Tteti, upravené vydani. Ostrava:
Pavel Klouda - nakladatelstvi Pavko, 2016. ISBN 9788086369228.

HAARMAN, M., KNOL, J. Quantitative Real-Time PCR Analysis of Fecal
Lactobacillus Species in Infants Receiving a Prebiotic Infant Formula. Applied and
Environmental Microbiology. 2006, ro¢. 72, ¢. 4, s. 2359-2365. ISSN 0099-2240.
DOI: 10.1128/AEM.72.4.2359-2365.2006

TOFALO, R. et al. Development and application of a real-time PCR-based assay to
enumerate total yeasts and Pichia anomala, Pichia guillermondii and Pichia
kluyveri in fermented table olives. Food Control. 2012, ro¢. 23, ¢. 2, s. 356-362.
ISSN 09567135. DOI: 10.1016/j.foodcont.2011.07.032

49



[30]

50

ZHENG, Chang Ji, Jung-Sung YOO, Tae-Gyu LEE, Hee-Young CHO, Young-Ho
KIM a Won-Gon KIM. Fatty acid synthesis is a target for antibacterial activity of

unsaturated  fatty acids. DOI:  10.1016/j.febslet.2005.08.028.  ISBN
10.1016/j.febslet.2005.08.028. Dostupné také zZ:

http://doi.wiley.com/10.1016/j.febslet.2005.08.028



http://doi.wiley.com/10.1016/j.febslet.2005.08.028

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MK
SAFA
MUFA
PUFA
MO
o
VIO
CFU
TSA
PCR
DNA
bp
YPD
LB
CCM
GC
SDS
PEG

mastné kyseliny

nasycen¢ mastné kyseliny (saturated fatty acids)
mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acids)
polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
mikroorganismy

olej ve vodé

voda v oleji

kolonie tvorici jednotku (colony-forming unit)

trypton sojovy agar

polymerazova fetézova rekce (polymerase chain reaction)
deoxyribonukleova kyselina

par bazi (base pair)

specifické médium pro kultivaci kvasinek

specifické médium pro kultivaci bakterii

Ceska sbirka mikroorganismiti (Czech Collection of Microorganisms)

plynova chromatografie (gas chromatography)
dodecylsulfat sodny
polyethylen glykol
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