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ABSTRAKT

Bio-, vegan- a raw-kosmetika patii k stale obliben€j§im druhiim kosmetickych produktd
z divodu absence syntetickych latek a konzervanti, ztohoto hlediska se ale zvysuje
pravdépodobnost mikrobialni kontaminace. Pfedmétem préace je tedy predev§im praktické
zjisténi potencialni mikrobiologické kontaminace pomoci zatézového testu a také stanoveni
aktivnich slozek v kosmetickych pfipravcich. V teorii byla zpracovana legislativa
kosmetickych pripravkd, a také informace o certifikatech, které se pro bio-, vegan- a raw-
kosmetiku udé€luji. Tato ¢ast také pojednava o slozeni rostlinnych a esencialnich oleju, 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, vy¢tem
nejcastéji se vyskytujicich patogennich mikroorganismu, které muzou mit negativni vliv na
zdravi spotiebitele. V praktické Casti je pak testovana trvanlivost vybranych vzorkt kréma
pomoci zatézového Schiilke Koko testu zaoCkovanim vybranych zastupct mikroorganisma
z fady bakterii, kvasinek a plisni (Candida glabrata, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a Aspergillus niger). Dale byla otestovana mozna antimikrobialni aktivita
pfitomnych esencialnich oleji, které mohou Ccastecné nahrazovat ucinek syntetickych
konzervanti. V praci 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.
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esencialni oleje, konzervacni latky

KEY WORDS

biocosmetics, microbiological contamination, Schiilke Koko test, fatty acids, essential oils,
preservatives



JANCIKOVA, S. Potencidlni mikrobiologické nebezpeci v soucasnych trendech kosmetiky -
bio, vegan, raw.. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2017. 51 s.
Vedouci bakalatské prace Ing. Andrea Haronikova, Ph.D..

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné, a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem fakulty
chemické VUT v Brné a miize byt vyuzita ke komer¢nim tceliim jen se souhlasem vedouciho
bakalarské prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Na tomto misté bych chtéla podékovat vedouci své bakalarské prace Ing. Andree Haronikové
Ph.D. za cenné rady, odborné vedeni, ochotu a pfipominky pfi psani bakalarské prace. Také
bych rada podékovala Ing. Martinovi Szotkowskému, Bc. Denise Romanovské, Martiné
Stastné, a i dal§im z laboratofe za pomoc s praci na experimentalni &asti. V neposledni fadé
bych také chtéla podekovat své rodiné a pfiteli za podporu béhem celého studia.



OBSAH

1 UVOD oot et 8
2 TEORETICKA CAST....oioiiieieirereisseeesses e sess s sssssssssass s 9
2.1 Le@ISIAtiVA...cueiiiiiiieeicie et 9
2.2 Kosmetické CertifiKAtY .....ouerririiieiieieiieei et 10
2.2.1  Certifikat NATRUE.......ccocoiiiiiiiiiecieneeciitee et 11
222 CertifIKAt VEZAN ..ccvevuiiiiieiiieicicieciciic ettt 11
223 Certifikat CPK .....oovieieeieeeiieieieiee sttt 12
224  Certifikat BDIH .......ccooiiiiiiieieieiiee ettt 12
2.3 Slozeni bio, vegan a raw kosmetickych pripravkil ........cccocooveeiininiiiiiiiiie 13
2.4 ROSHHNNE OIEJE ..veeviinieniectiiectee ettt 13
2.4.1  SIUNECNICOVY OlE] uviuirriiiiiiiieiieiiiicie st 13
242 OlIVOVY Ol€] cuveuriuiiiiiieiiieciiee ettt sttt 14
243  KOKOSOVY Ol€] c.ecuviuriniiriiieiiieeeiieiieiciie ittt 14
244 SOJOVY OlE] cuveueviieieiiieieeiiee ettt st 14
2.4.5 Mandlovy Ol€] ...c.ceiviriiriiiiicieicecie st 14
2.4.6 Bambuckeé MAslO......cceeviirieiieiiiieiiicece e 14
2.47 Olej z hroznovych Jader........cccceviviiiiiiiiiiiiiiiie i 15
2.4.8  MErUNKOVY Ol€]....coveruiriieiieiiiieiieiiiie ittt 15
2.4.9  JOJODOVY Ol€].cuiiuiiriiiriiieciieeeiieie ettt 15
2.5 ESENCIAING Ol€J€ .ouviveeiiiriirieciieiciese et s 15
2.5.1 Eukalyptus kulatoplody (Eucalyptus gloDulus)............c.cocvevevienieinienennnne 16
2.5.2 Levandule lékaiska (Lavandula angustifoli) ..............cccccovvvviiiinieniinninnnnns 16
2.5.3 Tea tree — Kajeput stiidavolisty (Melaleuca alternifolia) .............................. 16
2.5.4 PomeranCovnik Cinsky (Citrus SINENSIS) .......cccovuivvvivemvenieiiieniieiieeeie e 16
2.6 MaStNE KYSEIINY ..ooveeiieitiieciieeciee ettt 17
2.6.1 Nasycené mastné Kyseliny ........cccoceviiiiiiiiniiiniiiie 18
2.6.2 Nenasycené mastné KySeliny ........ccccceviviiiiiniiiiiiiinii e 18
2.7 Mikrobialni kontaminace a KONZervanty .........cccccceveiiiiiniinnininne e 20
2.7.1 Druhy mikrobialni KONtaminace...........ccccoeevurriinininiinieniiiesiee s 20
2.7.2  Podminky ovliviiujici mikrobialni kontaminaci v kosmetickych piipravcich 20
2.7.3 Mikroorganismy v kosmetickych pripraveich........cocooooeiiniiinine. 21
2.7.4  Antimikrobialni latky a konzervacni 1atky .........cccooovvniiiiinin 22



2.8 Testy pouzivané pro zjisténi trvanlivosti kosmetickych piipravki ..........ccco....... 23

2.8.1  EU PharmacOpO@ia ........ccocueerureeierieiiniieiiiiiiiiitieirie et sis s ees 23
2.8.2  US PharmMacCOPORIA ......eeeuueeueeriieiieciiiiiieitie sttt sttt s s ssae e 23
2.8.3  SChillKe KOKO tEST..c.uuiiuiieieietieeieeit ettt s saae e s n e 24
2.9  Polymerazova ret€zova reakce.........oouiviiiiiniiiiiiiiii i 24
2.10 Gelova eleKtrOfOr€Za ... ...couveveriieieciieieciiiee ettt 25
2.11 Plynova chromatografie ..........ccccceviiiiiiiiiiiiiniiceicie e 26
EXPERIMENTALNI CAST ......oiiiivrrimreeimeieiessiesiisesissesesssesessssessss s 27
3.1  PouZité CheMIKAIIE ......ecuvereieeiiecieciiciccc e e 27
3.2 Pouzité MiKroOTGANISIY .....cc.eeuervireeuiiiiiiiiiiie it ettt et 27
3.3 Slozeni kultivacnich MeEdil.......cceoueeiireiiiniiiiiiiiiiiie i 28
3.4 Dalsi slozky pouzité pii PCR....c..ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiii s 28
3.5 PHISIIOJ€ ittt sttt ettt s b e a et 28
3.6 Dalsi slozky pouzité pro plynovou chromatografii.........ccoceveveiiiiieiiiiiieniiinienen, 28
3.7 Zkoumané vzorky krému a jejich sloZeni .........ccccoooeiiiniiiiiiniin 29
3.8 Kontrola potencialni kontaminace z VYTroby .........ccccevuevimieniiiiiniiniiineeieeeieenen 31
3.9 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby metodou PCR .............cccccoiiiniin 31
3.9.1 Lyzebunék aizolace DNA........cccccoiiiiiiiiiiiiiii i 31
3.9.2 Polymerazova ret€Zova reakce ...........ccoviiiiiiiiiiiiniiie 32
3.9.3  Gelova elektroforéza DNA .........cocoiiiiriiinieicceeiece e 33
3.10 SChUlKe KOKO TESt ..vviurierieeiieeieeet ettt et st saaeeaas e ae e 34
3.11 Antimikrobialni test u vzorkl Krémuil...........ooevveereeieiieniininiiiii s 34
3.12 Antimikrobialni test esencialnich Oleju ......cceeueeiiniriiiriiiiiiiiiiiiiice e 35
3.13 Stanoveni aktivnich slozek plynovou chromatografii..........cccceoviniiiniiniinnnn. 35
3.13.1  Podminky pro stanoveni methylester mastnych kyselin..............c............ 35
3.13.2  Piiprava vzorkd pro analyzu na GC.........cccceoivivinininiiiiiiiiicen 36
3.13.3  Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin ...........ccccocoeviniininninnnnn. 36
VYSLEDKY A DISKUZE ...oooviiuiiieieeieeieteeeieteses e sseses st sses e seseeeas 38
4.1 Kontrola potencialni kontaminace z Vyroby ........ccccccoceeiniimiiiiiiininiiniiesce e 38
4.2 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby metodou PCR ...............ccoceiiiins 39
4.3 SChULKE KOKO ESE ...vviiureiirietieeiie ettt ettt ee st ese e srae e eens e esaeeaaeens 41

4.4  Antimikrobialni test U VZOrKT KIEMU .....oeeveveeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeveeevevevsssseseaenes 42






1 UVOD

V soucasné dob¢ se zacCiname ¢im dal vice setkavat s riznymi novymi druhy kosmetickych
pfipravk(. Mezi tyto nové druhy patii také biokosmetika, raw-kosmetika a veganska
kosmetika.

Tyto druhy kosmetiky zatim nejsou nijak specifikovany v legislative, spottebitel si tedy
musi davat pozor na nakup téchto pfipravku. Jedinym zplisobem, kterym se momentalné da
zarucit, ze se skute€né jedna o bio, vegan nebo raw kosmetiku jsou certifikaty, které mayji
presné specifikovany standardy, co musi kosmeticky pfipravek obsahovat a v jakych
podminkach probiha jeho vyroba.

U biokosmetiky se obecné jedna o kosmetiku obsahujici pfirodni a bio slozky, které by
v idedlnim pfipadé mély pochazet z ekologického zemédélstvi. Tyto slozky pak kosmeticky
ptipravek obsahuje bud’ vyhradné, nebo jen v urCitém procentualnim zastoupeni [1].

U raw kosmetiky pak nesmi byt kosmeticky pfipravek pii vyrobé zahtivan na vyssi teplotu
nez 42°C, aby zlstaly zachovany vSechny 1€¢ivé slozky [2].

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

Vsechny tyto typy kosmetiky se také prezentuji tim, ze byvaji bez §kodlivych chemickych
syntetickych piisad a i bez konzervanti. Coz mize byt spotiebitelem vnimano jako vyhoda,
ze svoji kizi nezatézuje nezdravymi chemickymi prostiedky. Mize to mit ale velky vliv na
trvanlivost pripravka a také na velmi brzkou mikrobialni kontaminaci po otevieni pfipravku,
ktera nemusi byt rozpoznatelna pouhym okem. Je tedy otazka, zda jsou vubec pfirodni
kosmetické pripravky vlastné pro pokozku prospésné, respektive, zda pro ni nejsou prospesné
jen po velmi kratkou dobu po vyrobé pfipravku. Konzervanty by totiz v kosmetickych
pfipravcich mély byt natolik U¢inné, aby zamezily rastu nebo dokonce dokazaly znicit
piipadné ptitomné mikroorganismy, z tohoto divodu vsak Casto vykazuji nepfiznivé ucinky
téz u Clovéka [4].

Velkym trendem je také domaci vyroba kosmetickych pfipravki, existuje fada knih
s mnoha recepty na vyrobu, kréma, balzamu na rty, mydel, zubnich past a podobné. Kde se
zpravidla do pfipravkl nepfidavaji zadné konzervanty, otazkou pak je, zda si
spottebitel/vyrobce, jelikoz pripravek nepodléha kontrolnim analyzam, uvédomuje, ze
v disledku absence konzervantil se doba trvanlivosti muze opravdu rapidné snizit a kosmetika
opé€t misto pozitivniho vlivu miiZze mit spise vliv negativni.

Pro ochranu spotiebitele existuje cela fada testi mikrobialni kontaminace, na zaklade

kterych se urcuje doba spotreby daného vyrobku.

Tato prace se zabyva predevsim vlivem absence konzervantl v kosmetickych pfipravcich a
specifikaci vysledkd testi mikrobialni kontaminace u bio, vegan a raw-kosmetiky jak
komercné dostupné, tak i u kosmetickych pripravka vyrabénych doma.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Legislativa

Kosmetické vyrobky se fidi fadou riznych zakonnych norem, bez kterych by nemohly byt
dodavany na trh. Definice kosmetickych pripravkd, jejich slozeni a dalsi vlastnosti upravuje
predevsSim Narizeni evropského parlamentu a rady (ES) ¢ 1223/2009 o kosmetickych
pripravcich. Kde je tedy uvedeno, ze ,,kosmetickym ptipravkem® je jakakoli latka nebo smés
urcend pro styk s vn&jsimi ¢astmi lidského téla (pokozkou, vlasovym systémem, nehty, rty,
vnéj§imi pohlavnimi organy) nebo se zuby a sliznicemi ustni dutiny, vyhradn€ nebo pfevazné
za ucelem jejich Cisténi, parfemace, zmeény jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udrzovani
v dobrém stavu nebo upravy télesnych pachd; a také je zde uveden dalsi dulezity pojem, ze
,konzervacni piisadou” je latka, ktera je vyhradné nebo pfevazné urCena k potlaceni rustu
mikroorganisma v kosmetickém piipravku. Dale je v tomto nafizeni specifikovano popsani
slozeni vyrobku, které musi mit pfesné poradi, dle procentualniho zastoupeni jednotlivych
slozek ve vyrobcich, a to vzdy od slozky zastoupené nejvice po slozky zastoupené nejméné. U
slozek se zastoupenim mensim nez 1 % pak uz poradi muze byt nahodné. Nafizeni také uvadi,
Ze suroviny, ze kterych je pfipravek vyroben by mély byt na vyrobku napsany mezinarodnim
nazvoslovim, coz muze byt brano jako nevyhoda, kdy cCesky spotiebitel bez znalosti
anglického ¢i latinského jazyka mize mit problém s tim zjistit, co je viibec v kosmetice
obsazeno [5].

V Ceské legislativé se zaméfenim na kosmetické piipravky zabyva predevsim zdkon ¢.
267/2015 Sb., o ochrané verejného zdravi. Tento zédkon specifikuje nafizeni Evropské unie
[6], a je k nému 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 mikroorganismu je
nutna 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 pripravki

Norma Nazev normy

CSNISO 21148 Kosmetika — Mikrobiologie — V§eobecné pokyny pro
mikrobiologické vySetfovani

CSNISO 21149 Kosmetika — Mikrobiologie — Stanoveni poctu a prikaz aerobnich
mezofilnich bakterii

CSNISO 18415 Kosmetika — Mikrobiologie — Prukaz specifickych a nespecifickych
mikroorganismi

CSN ISO 22717 Kosmetika — Mikrobiologie - Prikaz Pseudomonas aeruginosa

CSN ISO 22718 Kosmetika — Mikrobiologie — Prikkaz Staphylococcus aureus

CSNENISO 21150 | Kosmetika — Mikrobiologie — Priikaz Escherichia coli

CSNENISO 18416 | Kosmetika — Mikrobiologie — Priikaz Candina albicans

CSNENISO 16212 | Kosmetika — Mikrobiologie — Stanoveni po&tu kvasinek a plisni

Tabulka 2: Mikrobiologické limity dle CSN EN ISO 17516

Druhy Vyrobky specificky urcené | Jiné vyrobky
mikroorganismu pro déti do trilet, pro oblast

okolo o¢i nebo na sliznice
Celkovy poéet <1-10°KTJnagneboml | <1 -10*KTJ na g nebo ml
aerobnich mezofilnich
mikroorganismu

Escherichia coli

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Pseudomonas
aeruginosa

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Staphylococcus aureus

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Candida albicans

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

Nepfitomnost v 1 g nebo 1 ml

2.2 Kosmetické certifikaty

Pomoci kosmetickych certifikati je kontrolovano, jaké slozky vyrobek obsahuje i jakého
jsou puvodu, zda syntetické nebo pfirodni a jelikoz neni zatim v legislativé nijak
specifikovano, co ma obsahovat biokosmetika, veganska a nebo raw kosmetika, jsou tyto
certifikaty jedinym potvrzenim pro spotiebitele, ze kupuji kvalitni vyrobek, kazdy certifikat
ma totiz piisné specifikovany podminky, které jsou nutné pro jeho ziskani. Existuje celd rada
kosmetickych certifikati. Dale jsou uvedeny nékteré, se kterymi se mtzou spotiebitelé setkat

v prodejnich sitich.
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2.2.1 Certifikat NATRUE

Certifikat NATRUE je nezavisly certifikat udélovan kosmetickym vyrobkiim obsahujicim
pouze prirodni slozky z ekologicky kontrolovaného zemédélstvi, kde nedochazi k péstovani
nebo chovani geneticky modifikovanych organismu. Certifikat je udélovan produktim, které
jsou pfirodni minimalné ze 75 %. Zaroveti se také tidi Narizenim evropského parlamentu a
rady (ES) ¢ 1223/2009 o kosmetickych pripravcich. Do procentualniho slozeni zde neni
zahrnuta voda, ktera byva typickou souc¢asti mnoha kosmetickych pfipravka a mohlo by tak
dojit ke klamani spotiebitele, kdy by piipravek mohl byt ze 75 % slozeny z vody, ktera je
vzdy ptirodni. Certifikdit NATRUE se ale primarné zaméfuje na dal$i 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
i syntetické ptivodu, ale porad musi byt v této formé dohledatelné i v pfirode.

Vse je také rozdeleno do 3 urovni, ktera je vzdy oznacena ptisluSnym textem pod logem a
to bud NATURAL COSMETICS, ktery zarucuje, ze ptipravek obsahuje ptirodni ingredience,
u kterych vSak neni kontrolovan puvod z ekologického zemédélstvi, je to zakladni certifikat
NATRUE, az po udéleni toho certifikatu je mozné zadat o dalsi z certifikatd, 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 pfipravek obsahuje minimalné 95 % slozek z kontrolovaného
ekologického zemédélstvi, také je zde bran ohled na to, aby pfipravek obsahoval vyssi podil
pfirodnich surovin a mensi podil derivata 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 ptipravkiim, které neobsahuji zadné zivocisné
slozky, také béhem vyvoje ani vyroby kosmetické ptipravkii nesmi byt zadna ze slozek nebo
cely hotovy produkt testovany na zviratech.

Pripravky dale mohou obsahovat geneticky modifikované organismy, ale tyto nesmi
zahrnovat zadné zivoci$né geny nebo latky pochazejici ze zvirat.

Duraz je také kladen na hygienické podminky béhem vyroby, kdy veganska kosmetika a
jiné druhy kosmetiky obsahujici zivocisné slozky musi byt vyrabény v odlisnych nadobach,
aby nedoslo ke kontaminaci veganskych piipravka [8].

i
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Obrazek 2: Logo The Vegan Society a logo pro veganské vyrobky [8]

One world. Many lives. Our choice

11



2.2.3 Certifikat CPK

Certifikat CPK - udélovan KEZ o.p.s. je v soucasné dobé jedinym cCeskym kosmetickym
certifikatem a zarucuje, ze kosmeticky ptipravek obsahuje ptirodni suroviny, nesmi obsahovat
geneticky modifikované organismy ani suroviny, u kterych by béhem vyvoje byla pouzity
metody vychazejici z genové manipulace. Samotny piipravek ani suroviny v ném obsazené
nesmi byt testovany na zvifatech. Pfi udélovani certifikatu se bere ohled i na pouziti
obalovych materialt, kde je zakazano pouzivat PVC a polystyren.

Certifikat CPK je udélovan ve dvou formach, a to CPK — certifikovana prirodni kosmetika,
ktery zaruCuje, ze piipravek obsahuje minimalné€ 85% slozek pfirodniho ptivodu. Druhy je
pak CPK - bio, ktery zarucCuje, ze kosmeticky pfipravek neni slozen z oleju a tuku, které byly
ptipraveny chemickou rafinaci, a obsahuje minimaln€ 90% surovin ptirodniho pivodu, kdy
zaroven minimalné 20% hmotnostniho podilu, do kterého se nezapocitava voda, musi byt BIO

[3].

CFKe| | CPK-

CERTIFIKOVANA

PRIRODNI .
KOSMETIKA ]0

Obrazek 3: Loga certifikatu CPK [3]

2.24 Certifikat BDIH

Dal$i znamy certifikat pro kosmetické ptipravky nese nazev BDIH podle nazvu spoleCnosti
— Bundesverband Deutscher Industrie- und Handelsunternehmen fir Arzneimittel,
Reformwaren, Nahrungserganzungsmittel und kosmetichle Mittel e.V. (Asociace némeckych
prumyslovych a obchodnich firem z oblasti 1éCiv, zdravotnickych potieb, potravinovych
doplnkr a osobni hygieny. Certifikat zaruCuje, ze kosmeticky pfipravek obsahuje pouze
pfirodni suroviny, které by mély v maximéalni mozné mife pochédzet z ekologického
zemedélstvi, pripravek také nesmi obsahovat ropné produkty, syntetické parfémy, barviva
nebo konzervanty a je také zak4zano 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 pripravku

Kosmetické pripravky z fady bio, vegan a raw se skladaji z riznych slozek. Mezi zakladni
patii tenzidy, které maji celou fadu riznych funkei, jako naptiklad smaceci a Cistici schopnost
[11]. Patii sem jak tenzidy neinoické, napfiklad 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. Dalsimi zakladnimi
slozkami jsou hydrofilni rozpoustédla nebo hydratacni latky alkoholické povahy, kam se fadi
voda, ktera vSak nesmi byt chemicky ani fyzikalné dezinfikovana. Dale alkoholy, kyseliny,
cukry a aminokyseliny a proteiny rostlinného pavodu. Pouzivaji se také rizné anorganické
latky, jako oxid zine¢naty nebo chlorid draselny. Dale také barviva, ktery slouzi k obarveni
samotného kosmetického pripravku, celého téla nebo jen nékterych jeho casti, kam se fadi
napriklad anthokyany a karoteny. Pro parfemaci kosmetickych pfipravkii mohou byt vyuzity
vonné slozky rostlinného ptivodu, jako napriklad esencialni oleje. Dllezitou soucasti jsou i
antioxidacni latky jako vitaminy A, E, C [3].

Dal$i vyznamnou slozkou jsou oleje a tuky, které jsou v testovanych typech kosmetiky
nejvice zastoupené. Pouzivaji se napiiklad pro vyrobu mydel nebo se pfidavaji do krémda.
Oleje patfi také do skupiny takzvanych aktivnich slozek, coz znamena, Ze tyto latky maji také
vlastni specifické ucinky, kterymi obohacuji kosmeticky ptipravek o dal$i pozitivni vlastnosti,
které maji pfipravky na pokozku, vlasy, nehty nebo rty. K t€émto vlastnostem patii u
rostlinnych oleju to, ze dokazi slouzit jako nahrada kozniho mazu a maji tedy zvlaciujici
ucinek. Samotny kozni maz, ktery se tvoii ve specialnich zlazkach je slozeny ze smési
mastnych kyselin a glyceridii, s vékem se jeho produkce snizuje a disledkem toho muze
dochézet k rychlej§imu starnuti pokozky, k pozastaveni tohoto procesu mohou byt pouzity
prave rostlinné oleje. Ve veganské kosmetice navic plati podminka, ze nesmi byt zivoci§ného
pavodu.

Oleje muzeme ziskavat riznymi zpusoby, mezi nejb&€znéjsi patii lisovani a extrakce. Pii
lisovani dochazi k vytlaCeni oleje z materialu, ktery ho obsahuje (vétSinou olejnatych semen)
pomoci Snekovych lisi. U extrakce dochazi k uvolnéni 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 nazkéach je zhruba 20-45 %, v semenech pak 42-63 %. Pokud mame
kvalitni slunecnicovy 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, ma slunecnicovy olej vysokou
trvanlivost. Obsahuje také karotenoidni latky, které mohou vykazovat 1 castecnou
antioxidacni aktivitu [13].

13



2.4.2 Olivovy olej

Je typicky pro oblast okolo Stfedozemniho mote, ziskava se u Olivy obecné (Olea sativa,
L.) a jeho duzina obsahuje az 60 % oleje. Olivovy olej ma zvlaciujici a protizanétlivé ucinky,
pouziva se jako slozka pripravki na ochranu proti sluneCnimu 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 antioxidacni ucinky [13].

2.4.3 Kokosovy olej

Kokosovy olej se ziskava z Palmy kokosové (Cocos nucifera L.), konkrétné€ z usuSené bilé
duziny z kokosového ofechu, ktera obsahuje 55-65 % oleje. Kokosovy olej ma ruzny vzhled
v zavislosti na teploté okolniho prostfedi. Rozpousti se totiz pii 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 Soji 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 §kalu
vyrobkl z oblasti pfirodni kosmetiky, jako napfiklad stabilizatorti, saponatti nebo emulgatort.
Ma velmi dobré zmekcovaci schopnosti, posiluje obranyschopnost pokozky a také zabrariuje
vysychani pokozky. Pouziva se tedy velmi Casto ve vyzivnych krémech a prostfedcich na
hydrataci pokozky. Samotny s6jovy 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].

2.4.5 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 pfipravki. 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 rustu. Maslo se ziskava
z jader plodu, ze 4 kg jader ziskame zhruba 1,5 kg bambuckého masla. Bambucké maslo tvori
hlavni aktivni slozku téch nejkvalitnéjsich krémt, ma vybornou schopnost zjemtovat
pokozku. Ma také velmi dobré vlastnosti jako ochrana pokozky proti UV paprskim. Obsahuje
kyselinu skoticovou, ktera ma ochranné vlastnosti. Bambucké maslo obsahuje 3-5 % kyseliny
palmitové, 30-45 % kyseliny stearové, 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, Cesky réva vinna. Hroznova jadra
obsahuji velmi malé mnozstvi oleje, zhruba 5-20 %. Diky nizkému obsahu oleje v jadre je
jeho vyroba velmi narocnd, da se ziskéavat jen rafinaci. Je hojn€ vyuzivany v mydlarnach pti
vyrobé tekutych mydel. Pii vyrobé kosmetickych ptipravku se pouziva diky své nizké cené
pomeérné hojn€, ma zvlaciujici vlastnosti a vytvari 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 Meruinkovy olej

Meruiikovy olej se ziskava z meruriky obecné (Prunus armeniaca). Ziskavani oleje z jader
merunek je pomémé finanéné narocné a jeho slozeni se jen velmi malo li§i 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 dobfe plsobi na suchou a
citlivou plet. Merurikovy olej obsahuje 3,0-6,6 % 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].

2.49 Jojobovy olej

Jojobovy olej se ziskava ze simondsie ¢inské (Simmondsia chinensis). Semena jojoby jsou
velmi bohata na olej, obsahuji ho az 60 %. V surové forme se vyskytuje jako tekuty vosk,
byva zakladem balzamu a tyCinkovych deodoranti. Na pokozku ma velmi pfiznivy vliv, je
povazovan za velmi ucinnou slozku ptipravkt urCenych k péci o plet’ a také za aktivni latku
zpomalujici starnuti pokozky. Pouziva se také v Samponech, kondicionérech, mydlech,
raznych krémech a v opalovacich prostfedcich nebo i v rténkach. Chemicky jojobovy olej
povazujeme za vosk, obsahuje totiz smeés 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 patfi oleje sintenzivni vini a chuti. V rostlinach se nachazi
v siliénych nadrzkach a kanalcich. 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].

Esencialni oleje jsou také znamé tim, ze maji antimikrobialni ucinky, 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 antimikrobialni aktivity mohou esencialni oleje fungovat také jako antioxidanty
nebo insekticidy.
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Naptiklad esencialni olej ziskany z blahovicniku kulatoplodého (Eucalyptus globulus) ma
antimikrobialni ucinky proti bakteriim Escherichia coli a Staphylococcus aureus. UCinkuje
tedy proti gram-negativnim i gram-pozitivnim bakteriim [15].

2.5.1 Eukalyptus kulatoplody (Eucalyptus globulus)

Olej z eukalyptu se ziskava destilaci parou z listi, obsahuje 1,8-Cineole (Eucalyptol), ktery
tvoti 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
antimikrobialni uc¢inky. Stromy eukalyptu byly dokonce vysazovany v severni Africe, kde
uspésné zabrariovaly Sifeni malarie, uCinkuje tedy i na odpuzovani hmyzu. Jeho viné
podporuje zdravi, pohodu, ¢isténi a 1é¢eni [16].

2.5.2 Levandule lékarska (Lavandula angustifolia)

U levandule se olej ziskava destilaci parou z kvéta. 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 mé antiseptické, antimykotické,
protinadorové a protikieCové ucinky, pusobi také proti nadmérnému koznimu mazu. Jeho
vuné je uklidiujici a vyvazujici, zlepSuje koncentraci a dusevni Cilost [16].

2.5.3 Tea tree — Kajeput stridavolisty (Melaleuca alternifolia)

Esencialni olej se ziskava destilaci parou z listi 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 viné podporuje Cisténi 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. Ma protinadorovy a protisrazlivy ucinek, jeho viné pusobi
antidepresivné a navozuje relaxaci [16].
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Obrazek 5: Vybrané slozky esencialnich oleju [15]

2.6 Mastné kyseliny

K vyrobé krémi se obvykle nejvice pouziva voda a oleje. Oleje jsou sloZené z raznych
mastnych kyselin, které jsou navazany esterovou vazbou na glycerol a tvofi tak
triacylglyceroly. Mastné kyseliny maji rizny vzhled. Jejich spolecnym znakem je ptitomnost
karboxylové skupiny a uhlikatého fetézce s riznym poctem uhlikd i jednoduchych a dvojnych
vazeb. Podle pfitomnosti ndsobnych vazeb se déli na nasycené, které neobsahuji dvojné vazby
a na nenasycené, které obsahuji minimalné jednu dvojnou vazbu. Pokud obsahuji pouze jednu
dvojnou vazbu, oznacuji se jako mononenasycené, v pripade pfitomnosti vice dvojnych vazeb
pak jako polynenasycené.

Dal§i déleni, které se pro mastné kyseliny pouziva je na esencialni a neesencialni.
Esencialni mastné kyseliny si neni lidské télo samo schopno vytvofit a do této skupiny se fadi
kyseliny s vét§im mnozstvim dvojnych vazeb, jako kyselina linolova, linolenova nebo
arachidonova. Neesencialni mastné kyseliny si lidské télo umi samo syntetizovat, patii sem
napfiiklad 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. Kromé
systematického ndzvoslovi, se u téchto kyselin velmi Casto pouziva nazvoslovi trivialni (viz
Tabulka 3). Mezi nejobvyklejsi nasycené mastné kyseliny patii kyselina palmitova, ktera se
vyskytuje skoro ve vsech zivocisnych 1 rostlinnych lipidech [17].

Tabulka 3: Zdkladni nasycené mastné kyseliny [17]

Mastna kyselina Pocet atomu uhliku Trivialni nazvoslovi
Butanova 4 Maselna
Hexanova 6 Kapronova
Oktanova 8 Kaprylova
Dekanova 10 Kaprinova
Dodekanova 12 Laurova
Tetradekanova 14 Myristova
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 d€li na mononenasycené, neboli MUFA —
monounsaturated fatty acids a polynenasycené, tedy PUFA — polyunsaturated fatty acids.
Pokud se zaméfime na obecné sloZeni oleju a lipid, 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. Nejbeznéj§im zastupcem je kyselina olejova, kterd se nachazi jak
v rostlinnych tak 1 v zivocisnych olejich (viz Tabulka 4) [17].
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Tabulka 4: Zdkladni mononenasycené mastné kyseliny [17]

Mastna kyselina Pocet atomt uhliku | Poloha dvojné vazby | Trivialni nazvoslovi
a izomerie
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 Mpyristolejova
Hexadecenova 16 9-cis Palmitolejova
hexadecenova 16 9-trans Palmitelaidova
Oktadecenova 18 6-cis Petroselova
oktadecenova 18 6-trans Petroselaidova
oktadecenova 18 9-cis Olejova
oktadecenova 18 O-trans Elaidova

Polynenasycené mastné kyseliny opét mohou tvofit rizné izomery, v literatufe se v jejich
nazvoslovi setkavame 1 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 Pocet atomt uhliku | Poloha dvojné vazby | Trivialni nazev
a konfigurace
oktadekadienova 18 9,12-cis, cis Linolova
oktadekadienova 18 9,12-trans, trans Linolelaidova
oktadekatrienova 18 9,12,15 — all-cis o-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 primarni a sekundarni.
V prvnim ptipadé dochazi ke kontaminaci pfimo surovin nebo vody, ze kterych je kosmeticky
ptipravek vyroben. Ve druhém piipadé€ pak kontaminace nastava beéhem vyroby kosmetického
ptipravku ve vyrobnich prostorach, zafizenich nebo jej kontaminuji lidé, tedy zaméstnanci, a
nebo uz ptfimo spotiebitelé¢ kosmetického piipravku.

Na problém se narazi hlavné pfi praci s novymi nevyzkousenymi surovinami, které¢ mohou
byt vhodnou zivnou pidou pro mikroorganismy nebo pii praci s fyziologicky ucinnymi
latkami, které se nemohou tepelné zpracovat. S timto se mizeme setkat hlavné pii vyrobé raw
kosmetiky, kde nesmi byt kosmeticky ptipravek béhem vyroby zahtivan na teplotu vyssi nez
42°C [2].

Hlavnim zdrojem mikrobialni kontaminace je voda, ktera je typickou slozkou naprosté
vétsiny kosmetickych pripravk(, a dokonce i destilovana voda umoziuje metabolismus a
mnozeni mikroorganismu [19].

2.7.2 Podminky ovliviiujici mikrobidlni kontaminaci v kosmetickych pripravcich

Jak uz bylo popsano vySe, mikroorganismy pro svij rast potebuji relativné velké dostupné
mnozstvi vody, ale 1 v ptipadé, kdy je vody ve vyrobku nedostatek mohou v ném piezivat
razné spory nebo cysty, které jsou schopné prezit i v extrémnéjSich podminkach. Pozadavky
vody pro pieziti a rist organismu jsou vyjadieny jako aktivita vody aw, ktera udava obsah
volné vody, kterda neni vazand na zadné slozky. Mikroorganismy tedy tuto vodu mohou
vyuZzivat pro svij rast.

Mezi dalsi faktory ovliviiujici vyskyt mikroorganismu patfi i to, jaky druh kosmetického
ptipravku je vyrabén, kazdy totiz nabizi rizné druhy prostiedi. Jak uz bylo popsano vyse,
nejohrozenéj§i pro kontaminaci mikroorganismy jsou vodné roztoky, pokud ovSem mame
dostatecné vysoké pH a vysoky osmoticky tlak mizeme ristu MO zabranit. U emulzi O/V je
vyssi pravdépodobnost kontaminace nez u emulzi V/O, také rtizné praskové pripravky a
kompaktni pudre podporuji rist MO. Na téchto pudrech se mizou na povrchu vyskytovat i
plisné.

Pti vybéru surového materialu pro vyrobu kosmetického pfipravku je také dulezité dbat na
to, aby nebyl materiadl kontaminovany, zvlast€¢ u bio kosmetiky, kde se pouzivaji pfirodni
materialy, mize byt material pomémé hodné kontaminovany. Mezi tyto materialy patfi
napriklad talek, bentonit, kaolin, rizné pigmenty, pfirodni gumy, rostlinné extrakty, vajicka,
Skroby, vitaminy, enzymy. Vyrobci by tedy méli hledat prodejce, ktefi prodavaji material
v ochrannych obalech a specifikuji, jestli je dany material kontaminovany nebo ne.

K redukci kontaminace by mél byt kosmeticky ptipravek pii vyrobé tepelné oSetten, a to
nejlépe tak, ze vodni faze by méla byt zahfivana minimalné 30 minut a olejova faze 10-15
minut pfi 85-90°C v nerezové nadobé zahtfivané parou. Pokud je vyrabén produkt, ktery se
béhem vyroby nezahiiva, pak by méla byt provedena mikrobiologicka kontrola vSech
pouzitych surovin.
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Pti baleni kosmetického pripravku jsou obvykle sklenéné lahve sterilizovany, mize byt
provedena 1 kontrola, kdy se par z vysterilizovanych lahvi promyje sterilni vodou a u té se
poté provedeno mikrobiologicka kontrola.

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

2.7.3 Mikroorganismy v kosmetickych pripravcich

Pseudomonas. P. aeruginosa, P. maltophilia, P. paucimobilus, P. cepacia. Tyto
mikroorganismy muizeme nalézt v ruznych prostfedich. Jsou velmi variabilni na
pfizptisobovani se okolnim podminkam, jsou napi. schopné adaptovat se i na rizné toxické
chemikalie zahrnujici i biocidy. Pseudomonasy patfi mezi mikroorganismy, které zpusobuji
infekce ran a spalenin. V pfipadé€, ze se vyskytnou v kosmetickém vyrobnim zavodu, tak se
obvykle objevuji v dusledku selhani kontroly a monitorovani vodniho systému. Pti¢inou muaze
byt nedostateCna sanitace nebo se mohou vyskytnout ve slepych koncich potrubi, kde mtze
dochazet ke stagnaci produktu.

Serratia. Mikroorganismy zrodu Serratia rozkladaji cukry na pyruvat, ktery je dale
redukovan na butandiol, ethanol nebo oxid uhli¢ity. Mohou se nachazet v kontaminovanych
desinfek¢nich prostfedcich nebo v povrchove aktivnich latkach, tedy napiiklad emulgatorech.
Priciny zpusobujici kontaminaci vyrobka jsou obdobné jako u Pseudomonas.

Escherichia. Patfi do kmene Enterobacteriaceae. Produkuji laktat, acetat, sukcinat a bud’
formiat nebo vodik, plynny oxid uhli¢ity a ethanol. Patfi mezi hlavni mikroorganismy
nachazejici se ve stievech cloveéka, a jsou tedy brany jako ukazatel na pifipadné fekalni
zneCisténi vody. Neékteré kmeny zpusobuji gastroenteritidu nebo infekce mocovych cest.
Obvykle se tyto mikroorganismy nachazi ve starSich vodnich systémech nebo v systémech,
jejichz potrubi obsahuji velké vrstvy biofilmu.

Enterobacter. Mikroorganismy patfici do kmene Enterobacter produkuji butandiol, ethanol
a oxid uhlicity. Jedna se o typicky kontaminant v domacnosti a muze rast ve slabé
konzervovanych produktech. Mezi druhy, které kontaminuji kosmetické pfipravky, patfi
Enterobacter agglomerans, Enterobacter gergoviae a Enterobacter cloacae. Tyto organismy
se vyskytuji v pud€ a Casto napadaji rostlinna pletiva, coz muze zpusobovat rizné nekrozy.
Obecné nejsou povazovany za lidské patogeny, pokud nejsou piimo vpraveny do krevniho
feCiste.

Klebsiella. Tento mikroorganismus je obecné velmi rozsifeny, patii mezi lidské patogeny,
nékteré druhy patfi mezi komenzaly. Vyskytuji se predevsim v pud€ a ve vod€ a jsou také
patogeny rostlin. Klebsiella pneumoniae muze zpusobovat pneumonii u lidi, ktefi jsou fyzicky
oslabeni nebo jsou oslabeni v duisledku zvysené konzumace alkoholu. Mikroorganismy jsou
nepohyblivé a bézné se nachazi v domacnosti, mohou tedy kontaminovat kosmetiku
prostfednictvim spotfebitele béhem uzivani.
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Proteus. Organismy jsou pohyblivé a produkuji plynny sirovodik, jsou typické svym
specialnim pohybem nazvanym rojeni. Obvykle se nachazi ve stfevech lidi a zvifat a
v mistech kontaminovanych fekaliemi. Mohou zptsobovat hnisavé infekce v riznych Castech
téla, pokud dojde k zaneseni mikroorganismtii do té€la, napf. infekce ran. Jejich pfitomnost
v kosmetice indikuje kontaminaci surovin, jako napfiklad povrchové aktivnich latek nebo
pouziti vody s vysokou hladinou necistot.

Staphylococcus. Tyto mikroorganismy patii mezi nepohyblivé koky. Nekteré druhy
zpusobuji tvorbu furunkld — hnisavych lozisek v oblasti vlasovych nebo chlupovych folikuld,
nebo také otravu jidla. Kdyz jsou kultivovany na krevnim agaru, Staphylococcus aureus
produkuje Cisté zony znamé jako B-hemolysy, které jsou zpusobeny v dasledku lyze
cervenych krvinek. Jeho pfitomnost v kosmetickych pfipravcich indikuje lidskou
kontaminaci.

Streptococcus. Vyskytuji se v fetézcich. Mohou zpusobovat infekci ran a otravu krve.
Jejich pfitomnost v kosmetickych vyrobcich je velmi vzacna a muze byt vysledkem Spatné
dodrzovanych hygienickych predpist, napiiklad, kdyby zaméstnanci vlozili ruce do produktu
nebo obalu na vysledny produkt.

Bacillus. Clenové rodu Bacillus se vyskytuji témé&f vude na Zemi. Ziji primarné v padg, a
patii mezi bézné zdroje antibiotik, vytvaii spory. V kosmetickém pramyslu mohou byt
nekteré bézné rostlinné suroviny kontaminovany pravé sporami. Naptiklad aloe vera, pokud
se pouzije pouze pasterace u gelu z aloe vera, nemusi byt dostateCna, protoze spory jsou velmi
odolné. Misto toho se pouziva proces tyndalizace — opakovaného ohievu, ktery probiha
béhem po sobé jdoucich tiech dnd, spory béhem této doby vyklici a stanou se tedy nachylné
k vyssim teplotam. Vyskyt téchto mikroorganismu v kosmetice je tedy nezadouci, jelikoz se
Clenové rodu Bacillus vyskytuji hlavné v padé, jejich pritomnost tedy indikuje mozné
znecisténi vyrobku ptdou.

Clostridium. Opét se nachazi hlavné v pudé€. Zpusobuji infekce ran. Mezi hlavni druhy,
které zpusobuji kontaminaci kosmetiky, patii C. perfringens a C. tetani, piedstavuji totiz
obdobn¢ jako klostridie mozné znecisténi pudou [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. Napfiklad pii
zanétech, které jsou léCeny pomoci antibiotik nebo také v piipadé popalenin. Candida i
Aspergillus mohou zpusobovat mykozy [21].

2.7.4 Antimikrobiilni latky a konzervacni latky

Pii vyrobé kosmetiky je nutné dodrzovat sterilni podminky, aby nedoslo ke kontaminaci,
zaroven je ale nutné do pripravka pridavat jesté antimikrobialni ¢i konzervacéni latky, které
zaruCi, ze se v kosmetickém pfipravku neobjevi mikrobialni kontaminace uz po par dnech ¢i
tydnech v dusledku napt. Spatného skladovani pfipravku, ¢i kontaminace pii pouzivani ze
$pinavych rukou [23].

Jako konzervant se da pouzit cela fada latek jako jsou naptiklad alkoholy nebo parabeny. U
bio, raw a veganské kosmetiky vSak narazime na problém, ze né€které z konzervacnich latek
mohou byt syntetické, a tedy i nevhodné k pouziti. V pfipadé -certifikatd je vzdy
specifikovano, které latky muze kosmeticky piipravek obsahovat. V biokosmetice mizeme
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pouzit jako konzervant i esencialni oleje, které mohou mit antimikrobialni ucinek (viz kap.
2.5).

V piirodni kosmetice se tak muze pouzivat napiiklad kyselina benzoova, jeji soli a
ethylestery, tato slozka se v pfirodé nachazi napfiklad v benzoinu, tedy esencidlnim oleji
ziskaném z rostliny Styrax benzoin. Dale se pouziva benzylalkohol, ktery je obsazen v oleji
z jasminovych kvéta, ale i v dalSich esencialnich olejich. Kyselina dehydrooctova a jeji soli se
nachazi vkvétech solandry lesklé (Solandra nitida). Jako dal§i se pouzivaji kyselina
mravenci, propionova, salicylova nebo sorbova a jejich soli [7].

2.8 Testy pouzivané pro zjisténi trvanlivosti kosmetickych pripravku

Testy, kterymi se zjiStuje trvanlivost nebo také jen ucinnost konzervanti se nazyvaji
zat€zové testy. Mohou se pouzivat napiiklad pro zjisténi minimalni koncentrace konzervanta,
ktera se musi ptidavat do kosmetickych pfipravki, aby byla konzervace dostatecné Gcinna a
nedochazelo k ristu nezadoucich mikroorganisma.

Pii vyrobé novych kosmetickych pfipravkl je nutné provést test pro zjisténi ucinnosti
konzervacni latky, ktery urci, jaka minimalni koncentrace konzervanti musi byt pouzita.
Kdyz by byla pouzita pfili§ nizka koncentrace, pak by po kratké dobé mohlo dojit ke
kontaminaci pfipravkl a pokud by byla koncentrace zase pfilis vysoka mohl by mit pfipravek
Skodlivé ucinky na pokozku [21].

2.8.1 EU Pharmacopoeia

Test EU Pharmacopoeia je zavedeny uz nékolik let, trva 28 dni, kdy je sledovany
mikroorganismus zaoCkovany pouze na zacatku testu a pak jsou odebirany vzorky
z testovaného pfipravku 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 fady, a po 7 a 14 dnech o 3 logaritmické tady,
28 den uz by nemeélo dochazet ke zvyseni poctu bakterii. U kritéria B pak musi dojit k poklesu
poctu bakterii o 3 logaritmické tfady po 14 dnech a opét 28 den uz by nemélo byt
zaznamenano zvyseni poctu bakterii. U plisni plati u kritéria A, Zze po 14 dnech musi dojit ke
snizeni poctu bunek od 2 logaritmické fady a po 28 dnech by uz nemélo byt zaznamenano
zvySeni poctu bunék, u kritéria B je vyhodnoceni obdobné, jen po 14 dnech staci, aby doslo
ke snizeni poctu bun€k o jeden logaritmicky fad. Do zkoumaného vzorku musi byt vzdy
naockovana kultura mikroorganismii o koncentraci 10° — 10° CFU/ml a k testovani 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
zacCatku testovani provedeno pouze jedno zaockovani sledovanych mikroorganisma. Test trva
28 dni, ale odbéry vzorku 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 pocCtu bakterii. U
plisni pak staci, ze se od zaoCkovani po 14 a 28 dnech pocet bunék nezvysi. Koncentrace
kultur zaockovanych do vzorkll je obdobna jako u testu EU Pharmacopoeia, tedy 105 —
10° CFU/ml. 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 ptipravku na rozdil od testd popsanych vyse,
kde se kazdy zkoumany mikroorganismus zaockovava do vzorku zvlast, miazeme tedy fict, ze
timto zpusobem Schiilke Koko test simuluje podminky, které nastavaji pii bézném uzivani
ptipravku spotiebitelem, zaoCkovani mikroorganismu také neprobiha jen na pocatku testu, ale
v 6 za sebou jdoucich cyklech.

Ptiprava mikroorganismt a samotnych vzorki kosmetického pripravku probiha v nékolika
krocich. Pro zapoceti testu je nejprve nutné pfripravit kolonii mikroorganismti vhodnou
k zaoCkovani. Ptipravi se tedy zivné médium do Erlenmeyerovy banky, do kterého je pak
z Petriho misky naoCkovan pozadovany mikroorganismus, poté se kultura necha rust.
K pouziti v Schiilke Koko testu je nutné, aby zaoCkovana kultura nebyla star$i nez 3 dny. Poté
se stanovi poCet mikroorganismi v 1 ml kultury, aby do vzorku zkoumaného kosmetického
prosttedku mohlo byt naockovano alespoii 4-10° - 4-10° CFU/ml. Ockovani probihd v 6
cyklech po 6 tydna, kdy kazdy tyden tésné pred zaoCkovanim nové davky mikroorganismu je
proveden odbér vzorku a jeho zaoCkovani na Petriho misku s TSA, aby mohlo byt zji§téno,
zda mikroorganismy v daném vzorku rostou nebo nerostou. Pokud ve vzorku béhem této doby
nezaznamename zadny rdst mikroorganismu, pak muzeme prohlasit, ze tento vzorek ma
trvanlivost minimaln€ 30 mésicu. Pro testovani se pouzivaji mikroorganismy, které se mohou
obvykle vyskytovat v kosmetickych piipravcich jak zfad kvasinek, bakterii, tak i plisni,
konkrétn¢ pak naptiklad 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, dochazi
k opakujici se enzymové syntéze vybranych tsekii DNA a to ve sméru 5°—3° pomoci DNA-
polymerazy.

Nejprve dochazi k denaturaci DNA. Dale je usek, ktery ma byt replikovan ohraniceny
pfipojenim dvou primer, které jsou navazany na protilehlé fetézce DNA, takovym
zpusobem, Ze jejich 3‘-konce smeéfuji proti sobé. Nasledné po piidani DNA-polymerazy a
nukleotidii dochazi k syntéze novych vlaken na obou matricovych fetézcich protismérné. Pfi
PCR se pouziva specidlni termostabilni polymeraza napt. Tag DNA-polymeraza, ktera je
izolovana z termofilnich mikroorganismt Thermus aquaticus. Termostabilni polymerazy
musi byt pouzivany z davodu, aby nedoslo k jejich poskozeni pii denaturaci DNA, kdy tento
proces probiha pii velmi vysokych teplotach a béhem PCR se né€kolikrat opakuje.

Obecné PCR probiha ve trech krocich, které se nékolikrat opakuji a probihaji béhem nich
tf1 odlis§né déje.
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Tabulka 6: Popis jednotlivych krokit PCR

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

DNA (30-65 °C)

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

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

Pro PCR je optimalni pocet cykla 25-35. Pii vysokém poctu cykli se zvySuje i pocet
vznikajicich nespecifickych produkti PCR. Rozhodujici je také co nejdokonalejsi denaturace
DNA templatu v prvnim kroku, kdy denaturace docilime zahtatim 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 pii 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 neznamé DNA mulze vést k ziskani falesného signalu. Musi byt tedy
provedena opatieni jako desinfekce pracovniho povrchu UV-svétlem, kdy dojde k odstranéni
exogennich nukleovych kyselin, pouzivani rukavic, a pfidani vzorku DNA az jako posledni
slozky.

Poziva se také varianta PCR, kdy je pfimo zaznamendna kvantifikace PCR-produktu
v prubéhu reakce, tedy v realném Case, tzv. real-time PCR. Cela kvantifikace naamplifikované
DNA se provadi prostfednictvim detekce fluorescencniho signalu v zafizeni, které kromé
cyklického stfidani teplot pro prubéh jednotlivych krokii PCR umoziiuje i detekci
fluorescence, vysledky tedy mohou byt pribézné pozorovany piimo na pocitaci bez nutnosti
analyzy elektroforetickou metodou [26].

2.10 Gelova elektroforéza

V molekularni biologii patii elektroforéza k nejpouzivanéjsim separa¢nim technikam,
pouziva se pii izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Principem elektroforézy je, ze
se nabité molekuly pohybuji v elektrickém poli, kdy nukleova kyselina ma diky pfitomnosti
fosfatové skupiny zaporny naboj, pohybuje se tedy ke kladn€ nabité elektrodé — anodé. U
gelové elektroforézy se nejCastéji pouziva polyakrylamidovy nebo agarézovy gel. Gel tvori
slozitou sitovou strukturu, podle velikosti separovanych nukleovych kyselin se pouziva
prislusny druh gelu. Agar6zové 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 prochéazi gelem rychleji, a
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tedy i dal nez molekuly vét§i. Neznama DNA je srovnavana s DNA o znamé velikosti. Po
dokonceni elektroforézy je kidentifikaci a vyhodnoceni separovanych molekul potfeba
obarveni molekul DNA, aby doslo k jejich zviditelnéni. Jako barvivo se pouziva ethidium
bromid, ktery funguje tak, ze se vimezetuje mezi sousedni pary bazi a vytvaii 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 oznacenim SYBR, jedna se o skupinu
fluorescencnich kyaninovych barviv. Dokonce lze gelovou elektroforézu pouzit i pro separaci
a studium molekul DNA, které se nachazeji v riznych typech, lIze 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 nejdifive pfeménén na plyn, k této pfeméne
dochéazi v davkovaci, kde musi byt zajisténo odpafeni vzorku v co nejkrat§im case. Po
nastfiknuti vzorku do kolony se stacionarni fazi dochazi k separaci slozek v koloné dle rizné
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 pramér je 2 — 3 mm a mohou mit délku 1 az 3 metry, maji také
vetsi kapacitu nez kapilarni kolony a jejich naplii mohou tvofit naptiklad silikagel nebo
hlinitokfemicitany. U kapilarnich kolon pak tvoii stacionarni fazi vnitini sténa, a to obvykle
s kiemene. Slozky, které opoustéji kolonu, pak indikuje detektor. Mezi nejpouzivanéjsi patfi
tepelné-vodivostni detektor, plamenovy ionizacni a detektor elektronového zachytu. Dale se
signal z detektoru vyhodnocuje a z Casového 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
dostatec¢ny tlak syté pary a jejich relativni molekulova hmotnost je mensi 1000. Mezi tyto
latky patfi napfiklad plyny, nedisociovatelné kapaliny, pevné organické molekuly a
organokovové latky. Pouziva se také postup chemické zmény analyth, 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-glukoza bezvoda p.a., Lachner

Kvasni¢ny autolyzat, Himedia

Kaseinovy pepton, Carl Roth

Kvasni¢ny 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
Fluorescenéni 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 antibakterialnich vlastnosti esencialnich 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 kultivaénich médii

YPD médium

20 g/1 Pepton

20 g/l Glukoéza

10 g/l Kvasni¢ny extrakt
20 g/l Agar

LB médium

10 g/l Trypton

5¢/l Kvasni¢ny extrakt
5¢/1 NaCl

NB médium
25 g/l Nutrient Broth

TSA médium
41,5 g/l Trypton sojovy agar

3.4 Dalsi slozky pouzité pri PCR
Roztoky na PCR
Smeés B (IM 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 pm

Pocitac PC, Intel Pentium Procesor

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

3.6 Dalsi slozky pouzité pro plynovou chromatografii

Chemikalie pouzité pro pripravu 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 krému a jejich slozeni

Pro praktickou cast byly vybrany 3 vzorky krému, které jsou k dostani v obchodni siti a
dale 3 vzorky krému pochazejici z domaci vyroby. Jako komercni krémy byly vybrany: krém
znacky Lavera, znacky URTEKRAM a znacky Neobio. Kazdy z téchto produktt je drzitelem
alespon jednoho certifikatu. Stejné tak i krémy z domaci vyroby jsou vyrobeny tak, aby
spliiovala kritéria pro zisk certifikat, konkrétné certifikatu NATRUE.

Tabulka 7: Zdkladni informace zkoumanych krémui

Nazev krému

SlozZeni

LAVERA - pletfovy a té€lovy 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

Oliva

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

Neobio — jemny krém na ruce Bio Aloe &

Aqua (water), Alcohol denat., Cocos
Nucifera (coconut) oil, Butyrospermum
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 - telové mléko bez parfemace

— Certifikaty:  Vegan,
Cosmos organic
— Datum spotieby: 6 mésict 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’ Aqua, 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 Casti bakalarské prace jesté pred zapocetim piimo Schiilke Koko testu,
byla provedena kultivace jednotlivych krémi jen na TSA, abychom potvrdili, ze krém
z vyroby opravdu neobsahuje zadnou mikrobialni kontaminaci.

Priprava vzorki na kultivaci probihala tak, ze z kazdého vybraného krému byl odebran
0,1 g do zkumavky, k této navazce pak bylo ptfidano 0,9 ml sterilni dest. H>O a pak bylo
provedeno desitkové fedéni az po hodnotu 107. Kultivace na TSA v Petriho miskach byla
provedena pro fedéni 107 a 10~ kdy na agar bylo naneseno vzdy 0,1 ml roztoku piislusného
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 predem vysterilovanym UV zarenim, 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 bunék ze zkoumanych vzorkd krémt. 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 ul 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 pifipravena smeés 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 inkubovana 10 minut pii laboratorni teploté, poté byla kratce stoCena 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 vlozeny do magnetického
separatoru, ethanol byl odebran a poté byly jesté magnetické Castice promyty 0,5 ml ethanolu.
Zkumavky poté byly prendany do exsikatoru, aby se odpatril zbyly ethanol.

Po odpafeni ethanolu bylo do zkumavek pfidano 50 ul TE pufru. Zkumavky byly
inkubovany 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 Polymerazova retézova reakce

Ve sterilnim boxu byla pfipravena smés na stanoveni bakterialni 1 kvasinkové DNA o
nasledujicim slozeni viz Tabulka 9. U negativni kontroly byl 1 pul matrice DNA nahrazen 1 pl
vody. U pozitivni kontroly byla pro doménu Bacteria pouzita DNA Lactobacillus casei ssp.
Casei CCM 7088" 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-polymeraza 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 Regh | GOA CTA CCA GGG TAT CTA
eu ATC CTG TT
) CGT CAT AGA GGG TGA GAA
Oli-F
TCC
kvasinky 152 [29]
) ACT TGT TCG CTA TCG GTC
Oli-R TC

Po pfipraveni 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 pied 1. cyklem 95°C/5 min 94°C/5 min
2 | Denaturace 95°C/30's 94°C/60 s
3 | Pipojeni primera 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 cyklu 35 35

3.9.3 Gelova elektroforéza DNA

Na gelovou elektroforézu byl piipraven 1,6% agarosovy gel navazenim 1,92 g agarosy,
ktera byla rozpusténa ve 120 ml 0,5 x TBE pufru a do smé&si byl pfidan 1 pl interkalacniho
¢inidla Gold view a smés byla nasledn€ rozpusténa a rozvarena v mikrovinné troubé. Vznikly
roztok byl ponechan chvili stat a poté byl nalit do vanicky s hebinkem. K produktim PCR
bylo pfidano 5 pl nanaseciho pufru a zkumavky byly kratce centrifugovany. Po zatuhnuti gelu
byl z gelu vyjmut hiebinek a do vzniklych jamek bylo pipetovano vzdy 30 ul z kazdého
vzorku, také bylo naneseno 5 ul DNA standardu (100bp Zzebficek). Vanicka s gelem a
nanesenymi vzorky byla poté vlozena do elektroforetické vany a pfevrstvena 0,5 x TBE
pufrem. Samotnd elektroforéza probihala 2,5 hodiny pii 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 pfiprava 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 plisn€é bylo pfipraveno médium ze sladu. Inokula byla dale
ponechana 2 dny kultivovat pfi 30°C. Po dvou dnech kultivace bylo dohromady z kazdé
kultury zao¢kovano 4x10° — 4x10° CFU/ml do 10 g vzorku vzdy ve sterilnim prostiedi boxu.
Sedmy den po zaockovani bylo provedeno kontrolni o¢kovani vzorku na Petriho misku s TSA
pro fedéni 102 a 10 a hned poté bylo provedeno zaockovani dalsi davky vybranych
mikroorganisma do 10 g vzorku krému. Tento postup byl opakovan po dobu 6 tydnu.

3.11 Antimikrobialni test u vzorku krému

Pro potvrzeni antimikrobialni aktivity ve vzorcich krémi byl proveden test nasledujicim
postupem. Nejprve byly pfipraveny kultury mikroorganismu v zivném médiu. Byly vybrany
tfi 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.

Dals$i 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 rozetfen
sterilni hokejkou. Poté byly misky ponechany 20 minut stat, aby doslo k zaklimatizovani MO
v zivném médiu a zapocal jejich rist. Po 20 minutach byly na Petriho misky s MO naneseny
vzorky krému, do kazdé misky vzdy po 3 Castech. Ockovani MO bylo provedeno vzdy ve
sterilnim boxu pomoci UV zéfeni, pro kontrolu byla vzdy pro kazdy vzorek krému provedena
paralelni kultivace v dalsi Petriho misce. Vyhodnoceni bylo provedeno po 69 hodinach.

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

Obdobny antimikrobialni test jako u vzorkd krémi 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 pfipravcich a mély by fungovat ¢astecné jako
pfirodni konzervanty. Nejprve bylo opét provedeno zaockovani vybranych mikroorganismi 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 riistu. Po 20 minutach bylo do jamek v Petriho miskach naneseno
50 ul vzorku. Vyhodnoceni vysledkt bylo provedeno po 24 hodinach.

3.13 Stanoveni aktivnich slozek plynovou chromatografii

Plynovou chromatografii byly stanoveny aktivni latky, konkrétné mastné kyseliny,
obsazeny ve vzorcich krému jakoZzto slozky Gc¢innych rostlinnych oleja.

3.13.1 Podminky pro stanoveni methylesteru 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 pm
Teplotni program:
60°C 10 minut
Vzestupny gradient 12°C/min do 200°C s vydrzi 10 minut
Vzestupny gradient 5°C/min do 220°C s vydrzi 15 minut
Vzestupny gradient 10°C/min do 240°C s vydrzi 7 minut
e (Celkova doba analyzy: 60 minut
e 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 Pratok dusiku: 0,5 ml/min
e Detektor FID — plamonové-ionizacni:
e Teplota detektoru: 250°C
e Pritok 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 vzorkua pro analyzu na GC

U vzorkt krémi 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
pfidano 10 ml hexanu a vzorky byly ponechany 4 minuty na vortexu a 5 minut v ultrazvuku.
Déle bylo do vzorku ptidano 5 ml dest. H2O. Do banicek bylo napipetovano 0,5 ml vytvorené
horni faze, 4,5 ml hexanu a 0,5 ml 2M KOH v methanolu. A s roztoky se tfepalo 8 minut.
Déle 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 zéakladé srovnani
retencnich Casu a ploch piku s reten¢nimi ¢asy a plochy pika standardi 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 kyselina | 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

37



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kontrola potencialni kontaminace z vyroby

Kontrola potencialni mikrobialni kontaminace kosmetickych vzorkli 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 vzorkti krémi bylo potvrzeno, ze
z vyroby neobsahuji zadnou mikrobialni kontaminaci. Na ukéazku jsou uvedeny fotografie
Petriho misek s naotkovanymi vzorky fedénych 107.

Obrdzek 7: Lavera krém redéni 107

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

Byla provedena agardsova gelova elektroforéza produktt 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 Obrdzek 10). V tabulkach jsou také uvedeny intenzity
produktt: +++ silna, ++ stfedni, + slaba, - nedetekovana. U vSech testovanych kosmetickych
pfipravkl byla prokézana pritomnost DNA kvasinek, jen u vzorku levandulového krému a
vyzivujiciho krému byly detekovany produkty PCR stfedni intenzity, z toho lze usuzovat, ze
se v téchto pftipravcich nachdzelo mensi mnozstvi DNA kvasinek nez v ostatnich vzorcich
krém?.

1 23 456 7 8 9

<—1500 bp
<—1000 bp

<— 500 bp
<— 400 bp
<— 300 bp
<— 200 bp
<— 100 bp

152 bp —>

Obrazek 10: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu specifickych pro kvasinky

Tabulka 13: Schéma naneseni vzorkii na agardsovou 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 zebiicek

(Pozn. Symbol + znamend slabad intenzita, ++ stiedni intenzita, +++ silna intenzita a symbol
- znamend nedetekovancd)
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U vysledk PCR pro produkty specifické pro doménu Bacteria (466 bp) viz Obrdzek 11,
byla prokazana pritomnost bakterialni DNA skoro u vSech analyzovanych vzorkt kréma.
Detekované produkty PCR vSak mély slabou intenzitu. Lze tedy usuzovat na nizsi mnozstvi
bakterialni DNA pfitomné ve vzorcich nebo na pfitomnost inhibitori PCR. Pfitomnost
bakterialni DNA nebyla prokéazana v piipade krému na zralou plet’.

1234561789

1500 bp —
1000 bp —>
500 bp —>
200 bp —> <— 466 bp
300 bp —
200 bp —>
100 bp —

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

Tabulka 14: Schéma naneseni vzorkii na agardsovou gelovou elektroforézu PCR produktii
specifickych pro doménu Bacteria

Béh ¢. DNA Detekce produktti PCR
1 DNA standard 100 bp zebrticek
2 Negativni kontrola -
3 Krém na zralou plet -
4 Neobio 4
5 Lavera +
6 Urtekram +
7 Levandulovy krém +
8 Vyzivujici krém +
9 Pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus +++
casei ssp. Casei CCM 70887)

(Pozn. Symbol + znamena slaba intenzita, ++ stiedni intenzita, +++ silnd intenzita a symbol
- znamenda nedetekovand

Pfi porovnani vysledkt kultivacnich testi a analyzy PCR nebyla v ptipadé kultivacnich
testd prokazana pritomnost bakterii ani kvasinek v zadném =z kosmetickych pfipravkd.
Analyzou PCR byla vSak prokéazana ptitomnost DNA bakterialni i kvasinkové téméf u vSech

40



analyzovanych vzorka, lze tedy usuzovat na pravdépodobnou piitomnost bakterialni a
kvasinkové DNA z diivodu jejich pfitomnosti v surovinach, ze kterych byly krémy vyrobeny.
Béhem vyroby krému, kdy dochazi k zahfivani a pfidavani antimikrobialnich latek mohly byt
mikroorganismy usmrceny a z tohoto divodu nedoslo k jejich rastu pii kultivaci na Petriho
miskach, avSak pfitomna 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 krémi ma dobu trvanlivosti minimalné 30 mésict, protoZze po celou dobu
prubéhu testu nebyl zaznamenan riist mikroorganismi. Jen v ptipadé krému znacky Urtekram
byl pozorovan rist mikroorganismi, konkrétné bakterii uz po prvnim zaockovani, coz
znamena, ze krém ma velmi kratkou dobu trvanlivosti. U vyZzivujiciho krému pak byl rist
mikroorganismi, konkrétné kvasinek pozorovan po Ctvrtém zaockovani, coz znamena, ze
krém ma kratsi dobu trvanlivosti nez 30 mésica.

Obrazek 12: Vysledky ockovani na Petriho misky 6. tyden Schiilke Koko testu — krém
znacky Urtekram (A — fedéni 107, B — iFedéni 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 l.tyden | 2.tyden |3.tyden | 4.tyden | S.tyden | 6.tyden

107 - - - - - -
Lavera

10° - - - - - -

107 - - - - - -
Neobio

10° - - - - - -

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

Urtekram
10° +++B +++B +++B +++B +++B +++B

Levandulovy 107

Kkrém 107

3
Krémna |10 - - - - - -

zralou plet’ | |5 - - - - - -

Vyzivujici 107 - - - +Y +Y +Y

krém 107 - - - ++Y ++Y ++Y

(Pozn. Symbol - znamena, Ze na Petriho miskdach nebyl pozorovdan Zdadny riist MO, symbol
+ znamend nepatrny rist MO, symbol ++ mirny rist, symbol +++ masivni riist MO, symbol
B znaci rust bakterii, symbol Y znaci riist kvasinek)

4.4 Antimikrobialni test u vzorku krému

Antimikrobialni test testovanych vzorkd byl proveden dle kap. 3.11. U vSech vzorku
krému byl pozorovan po 24 hodinové kultivaci jen ¢asteCny inhibic¢ni ucinek. Antimikrobialni
ucinek byl pravdépodobné jen kratkodoby, cca v jednotkach hodin a poté mikroorganismy
vzniklé zony zacCaly zarUstat.

U vSech vzorki krém az na krém znaCky Lavera byla pozorovana pii pouziti
mikroorganismu C.glabrata ¢asteény inhibicni U€inek. U mikroorganismu M.luteus pak byla
pozorovana tvorba castecnych inhibi¢nich z6n jen u krému na zralou plet. V piipadé
posledniho zkoumaného mikroorganismu S.marcescens byl velmi maly inhibi¢ni G€inek, kdy
bylo pozorovano lehké zesvétleni narostlych kolonii kolem vzorku u krému na zralou plet,
dale pak u krému znacky Lavera, Urtekram a Neobio. Z vysledku je tedy patrné, ze krémy
nemaji antimikrobialni aktivitu, coz od nich spotfebitelé ani neocekavaji, protoze by pak
fungovaly jako desinfekce, coz neni v zajmu vyrobct ani spotiebitelt. Z té€chto vysledka
muzeme ale odvodit, ze krémy, kde byla zaznamenana alespon CasteCna antimikrobialni
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

Vyzivujici krém

Levandulovy krém

Krém na zralou plet’

4.5 Antimikrobialni test esencialnich oleju

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

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

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 5.7
Citronellol 1 53 Cast. inhib. efekt

(Symbol — znaci, Ze inhibicni zony byly tak velké, Ze na misce nebyl skoro vitbec pozorovdn
rist MO)

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

Antimikrobialni test byl také proveden pro 1 % esencialni oleje. Zde vSak nebyl pozorovan
ani CasteCny inhibi¢ni efekt. U vSech zkoumanych mikroorganismua C.glabrata, S.marcescens
i M.luteus byl povrch celé Petriho misky rovnomérné porostly mikroorganismy az po hranici
jamky s esencialnim olejem. Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze pouze pritomnost
esencialnich oleji v kosmetice nedokaze zaruCit dostateCny antimikrobialni efekt a je tedy
potteba pritomnost 1 dalSich povolenych ptirodnich konzervacnich latek (viz kap. 2.7.4).

Obrazek 15: Ukazka vysledku testu pro 1 % esencidlni oleje (A — citrall SM, B — citral CG,
C — linalool SM, D — linalool CG)
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4.6 Plynova chromatografie

Po upravé vzorku dle kap. 3.13.2 a analyze ziskanych dat z chromatogramu bylo
vyhodnoceno procentudlni mnozstvi mastnych kyselin, jako biologicky ucinnych latek, ve
zkoumanych vzorcich krémt. Nejvys$si zastoupeni mastnych kyselin je ve vzorku krému
znacky Urtekram potom v krému znacky Lavera a nakonec v krému znacky Neobio. Co se
tyka zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin, pak nejvyssi poCet obsahuje krém znacky
Neobio.

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

V krému znacky Urtekram se snejvys$Sim podilem nachazi kyselina stearova, coz
potvrzuje pifitomnost bambuckého masla, které kyselinu stearovou obsahuje. Bambucké
maslo je hlavni aktivni slozkou téch nejkvalitn€jSich krémt a podobné jako kokosovy olej
zjemnuje pokozku, pomaha také ochranit pokozku proti UV paprskim.

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

Tabulka 18: Procentualni 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
Myristolejova 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 atomu 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 prosttedcich.
U vsech zkoumanych vzork krémt bylo nejprve mikrobiologickou metodou prokazano, ze
neobsahuji zadnou mikrobialni kontaminaci z vyroby. Metodou PCR byla zaznamenana
pritomnost bakterialni 1 kvasinkové DNA, ktera v§ak mohla pochazet i1 ze surovin, ze kterych
byl krém vyroben a pfi vyrobé nebo po pfidani konzervacnich latek mohly byt pfitomné
mikroorganismy zahubeny, proto pak nebyl jejich vyskyt potvrzen na Petriho miskéch.

Pti provadéni Schiilke Koko testu 4 ze 6 zkoumanych krému testem prosly, tedy po dobu 6
tydntl nebyl zaznamenan zadny rist mikroorganismi. U krému znacky Lavera. Neobio a dale
levandulového krému a krému pro zralou plet’ nebyla zaznamenana po 6 tydnech testu zadna
kontaminace. U krému znacCky Urtekram se kontaminace projevila uz po prvnim tydnu
Schilke Koko testu a u vyzivujiciho krému po 4. tydnu Schiilke Koko testu.

Dale bylo zkoumano, jestli esencialni oleje obsazené v krémech nemaji vyznamnou funkci
kromé provonéni krému i jako antimikrobialni latka. U koncentrovanych oleju 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 nachéazi v kosmetickych
ptipravcich, nebyla tvorba inhibi¢nich z6n pozorovana. Z toho vyplyva, ze v krémech musi
byt zastoupeno vice slozek s antimikrobidlnim ucinkem, aby diky synergickému efektu byl
krém dostateCné chranén proti kontaminaci mikroorganisma z prostiedi.

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

Ze ziskanych vysledkl tedy muzeme vyvodit, ze u krémi znaCky Lavera, Neobio,
levandulového krému a krému pro zralou plet nedoslo k vyskytu mikroorganismi béhem
6tydenniho Schiilke Koko testu z davodu, ze krémy obsahuji povolené piirodni konzervanty
jako jsou kyselina sorbova, benzoova nebo benzylalkohol, betain, ale také mastné kyseliny,
které mohou mit také antimikrobialni Gc€inek. Krém znacky Urtekram neobsahuje zadny
povoleny pfirodni konzervant, pouze esencialni oleje a mastné kyseliny, podil nenasycenych
mastnych kyselin je u vzorku sice pomérné velky, ale diky absenci dal§ich konzervacnich
latek muze byt synergicky efekt nedostaCujici, a proto muze byt trvanlivost krému kratsi.
Posledni ze zkoumanych krému také neobsahuje zadné povolené prirodni konzervanty,
jelikoz vSak byl vyrabén doma, tak mohl byt pfidan vyssi podil esencialnich oleju, a tudiz
mohlo dojit k ristu mikroorganisma az v pozd¢jsi fazi testu, tedy po 4. tydnu.

Muzeme tedy shrnout, Zze obecné jsou krémy s certifikaty biokosmetiky a veganskeé
kosmetiky z hlediska potencialni mikrobiologické kontaminace bezpecné, pokud obsahuji
alespont nekteré povolené piirodni konzervanty (viz kap. 2.7.4). Pokud obsahuji pouze
esencialni oleje a mastné kyseliny zrostlinnych oleji, pak je jejich trvanlivost pomérné
zkracena a krémy by tedy mély byt pouzivany jen kratkou dobu po otevieni.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MK
SAFA
MUFA
PUFA
MO
O/V
V/O
CFU
TSA
PCR
DNA
bp
YPD
LB
CCM
GC
SDS
PEG

mastné kyseliny

nasycené 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 tvofici jednotku (colony-forming unit)

trypton sojovy agar

polymerazova retézova rekce (polymerase chain reaction)
deoxyribonukleova kyselina

par bazi (base pair)

specifické médium pro kultivaci kvasinek

specifické médium pro kultivaci bakterii

Ceska sbirka mikroorganisma (Czech Collection of Microorganisms)
plynova chromatografie (gas chromatography)

dodecylsulfat sodny

polyethylen glykol
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