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POVZETEK

V zadnjih letih je trend naravne kozmetike v porastu, ljudje se vse bolj zavedamo, kaj s
kozmeti¢nimi izdelki vnasamo na telo. Naravne protimikrobne spojine iz rastlin, zivali in
mikrobnih virov imajo sposobnost, da izboljSajo varnost kozmeti¢nih izdelkov in
spodbujajo idejo o naravnih konzervansih. Ti naj bi v vecji meri zamenjali klasi¢ne,
preizkuSene, sintezne konzervanse, med katerimi so najpogostejSi parabeni. PovpraSevanje
po naravnih konzervansih je vse vecje, saj so konzervansi nujni za za$Cito kozmeti¢nih
izdelkov. So spojine, s katerimi prepre¢imo razvoj mikroorganizmov. V sklopu raziskave
za magistrsko nalogo smo izdelali dermalne emulzije z razlicnimi sestavinami naravnega
izvora, med katerimi jih nekaj Ze spada med konzervanse, druge pa izkazujejo
protimikrobne lastnosti. To so dehidroocetna kislina in benzilalkohol v kombinaciji,
dehidroocetna kislina, salicilna kislina, levulinska kislina, sorbinska kislina,
glicerilkaprilat, janezeva kislina, fenoksietanol, filtrat fermenta korenine redkvice,
benzojska kislina, etanol in ekstrakt semen grenivke. V izbranih kozmeti¢nih emulzijah
smo z izzivnim testom ocenili protimikrobno ucinkovitost teh protimikrobnih sestavin v
primerjavi s parabeni, ki smo jih uporabili za pozitivno kontrolo. Za oceno mikrobioloske
zasCite v kozmeti¢nih izdelkih smo uporabili standard 1SO 11930, pri katerem mora za
dokaz ucinkovitosti konzerviranja protimikrobna snov v emulziji ustrezati zahtevam,
dolo¢enim v standardu. Testne emulzije smo najprej okuzili s predpisanim Stevilom
mikroorganizmov plesni Aspergillus brasiliensis, nato pa smo test ponovili Se z bakterijo
Staphylococcus aureus. V ¢asovnih to¢kah v 28 dneh smo opazovali spreminjanje
njihovega Stevila. Ugotovili smo, da vsi konzervansi v obeh koncentracijah ustrezajo
standardu 1SO 11930. Prav tako ISO kriterijem v vseh treh koncentracijah ustrezajo tudi
parabeni. Da lahko konzervanse ozna¢imo za u¢inkovite, moramo upos$tevati Se rezultate
izzivnega testa z ostalimi predpisanimi mikroorganizmi standarda 1ISO 11930.

V drugem testu smo ovrednotili mikrobiolosko kakovost emulzij po testu Evropske
farmakopeje 8.0. S testom 2.6.12. Mikrobioloski pregled nesterilnih izdelkov: preskusi
Stetja mikroorganizmov, smo dolocili celokupno stevilo zivih aerobnih mikroorganizmov
in celokupno stevilo kvasovk in plesni. Na podlagi naSih rezultatov so vse emulzije
ustrezale predpisu. S testiranjem mikrobioloske kakovosti smo dokazali kvalitetno izdelavo

kozmetiénih izdelkov.

Kljucne besede: naravni konzervansi, 1ISO 11930, izzivni test, protimikrobna aktivnost.
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ABSTRACT

In recent years, we are facing a positive trend of people awareness about the meaning of
natural cosmetics and how it affects our body. Natural antimicrobial ingredients from
plants, animals and microbial sources, have the potential of improving cosmetics safety
and therefore encourage the idea about natural preservatives. These could mainly replace
traditional and proven chemical preservatives, of which the parabens are most commonly
used. Demand for natural preservatives is rising rapidly, as preservatives are essential
components of cosmetic products. They are compounds intended to prevent growth of
microorganisms. Within my master's thesis research, we prepared dermal emulsions, which
contained different natural-sourced ingredients, some of them already belonging to the
preservative classification, while others showing antimicrobial properties. These are
combination of dehydroacetic acid and benzyl alcohol, dehydroacetic acid, salicylic acid,
levulinic acid, sorbic acid, glyceryl caprylate, anisic acid, phenoxyethanol, radish root
ferment, benzoic acid, ethanol and grapefruit seed extract. For the particular cosmetics
emulsions we used the challenge test in order to estimate the antimicrobial effectiveness of
these antimicrobial agents in comparison to parabens, which were used for positive control.
Standard 1SO 11930 has been used for evaluating cosmetics microbial protection, where
certain criteria needs to be meet for demonstrating preservation efficacy. The test
emulsions were initially inoculated with the prescribed number of mold Aspergillus
brasiliensis, and then the test was repeated with bacteria Staphylococcus aureus. We
observed changes in microorganism number in sampling times during 28 days. It was
observed that all preservatives in both concentrations were compliant with the standard
ISO 11930. ISO criteria were fulfilled as well by parabens in all three concentrations. To
declare preservatives as efficient, we must as well consider results from challenge test done
with other prescribed microorganisms of standard 1ISO 11930.

The second test was to evaluate the microbiological quality of emulsions according to Ph.
Eur. 8.0. We determined the total aerobic microbial count and total yeast and moulds count
with test 2.6.12 named Microbiological examination of non-sterile products: microbial
enumeration tests. Showed on our results, all emulsions met the regulation, with

microbiological quality testing we proved quality preparation of cosmetic products.

Key words: natural preservatives, ISO 11930, challenge test, antimicrobial activity.
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SEZNAM OKRAJSAV

A. brasilinesis  Aspergillus brasiliensis

ASEAN Zdruzenje jugovzhodnih azijskih narodov

CTFA Zdruzenje za kozmetiko, higieno in diSave

CFU kolonijske enote (colony forming unit)

Cosing Baza kozmeti¢nih sestavin (COSmetic INGredients database)

DPP dobra proizvodna praksa (GMP good manufacturing practise)

INCI Mednarodno poimenovanje spojin kozmeti¢nih proizvodov

ISO Mednarodna organizacija za standardizacijo

NCPF tipski sev zbirke National Collection of Pathogenic Fungi

NCTC tipski sev zbirke National Collection of Type Cultures

PDA gojis¢e krompirjev glukozni agar (Potato glucose agar)

Ph. Eur. Evropska farmakopeja

R; zmanjS$anje logaritemske vrednosti po 7 dneh izzivnega testa

R4 zmanjSanje logaritemske vrednosti po 14 dneh izzivnega testa

Ros zmanjSanje logaritemske vrednosti po 28 dneh izzivnega testa

SCCS Znanstveni odbor za varstvo potrosnikov

SDA sabaraudovo gojisce z dekstrozo (angl. Sabouraud dextrose agar)

S.aureus Staphylococcus aureus

TAMC skupno $tevilo aerobnih mikroorganizmov na mL (total aerobic microbial
count)

TYMC skupno Stevilo kvasovk in plesni ha mL (total yeast/moulds count)

TSA gojisce tripti¢ni soja agar (angl. Tryptone soya agar)

To casovna tocka ob Casu izdelave pri preskusu Stetja mikroorganizmov

T2 mes casovna toCka po 2 mesecih na sobni temperaturi pri preskusu Stetja

mikroorganizmov

T casovna tocka vzorcenja ob 7 dneh po inokulaciji pri izzivnem testu
T casovna tocka vzorcenja ob 14 dneh po inokulaciji pri izzivnem testu
Tos casovna tocka vzorcenja ob 28 dneh po inokulaciji pri izzivnem testu

USP Ameriska farmakopeja (United States Pharmacopoeia)

Vii
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1 UVOD
1.1 TREND NARAVNE KOZMETIKE

Trend vracanja k naravnemu je vse bolj prisoten in v porastu ter se opaza tudi v kozmeti¢ni
industriji (1). Veliko potro$nikov meni, da je ¢lovesko telo bolj prilagojeno stikom z
naravno prisotnimi sestavinami kot pa sinteznimi, kar naj bi bil rezultat dolgotrajnega
evolucijskega procesa prilagoditve cloveskega metabolizma snovem v okolju. Paziti
moramo na dejstvo, da naravno ni nujno vedno varno, tudi naravne sestavine imajo
nezelene ucinke. Zaradi lastnosti protimikrobnih snovi, da vplivajo na zive celice, jih
moramo prav tako toksikolo$ko vrednotiti kot sintezne snovi (2). Mnogo kozmeti¢nih
izdelkov, ki so trenutno na trgu, ima oznake »nharavno«, »ekolosko« ali »organsko«. Izraz
»haravno« se nanaSa na izvor surovin ali zmes spojin (3). Pojem »ekolosko« ali
»organsko« ali »bio« pa pomeni, da so bile surovine v izdelku gojene in proizvedene v
skladu s posebnimi pravili in predpisi ter da je proces od vzgoje do njihove uporabe
povsem naraven in brez kemi¢nih dodatkov. V mnogih primerih je oglaSevanje naravnega
zelo zavajajoCe, najvecCkrat gre le za komercialni interes, ki poveca prodajo ali zvisa ceno
kozmeti¢nega izdelka. Da celoten kozmeti¢ni izdelek oznac¢imo kot »naraven«, ni nujno,
da so vse sestavine izdelka naravne, dovolj je ze, da vsebuje le nekaj naravnih sestavin,
ostale pa so sintezne. Kaksna je lahko vsebnost sinteznih snovi oziroma kak$na mora biti
vsebnost naravnih snovi, predpisujejo standardi naravne kozmetike, ki so jih razvile
razli¢ne organizacije po Evropi in svetu (1). Standardi in sistemi certificiranja so trenutno

edino zagotovilo, da je proizvod res naraven.

1.2 CERTIFIKATI ZA NARAVNO KOZMETIKO

Podrocje o oznacevanju naravnih kozmeti¢nih izdelkov zakonsko Se ni urejeno, kriteriji
niso to¢no doloceni, sistem oznaCevanja in poimenovanja pa prav tako Se ni enoten.
Kozmeti¢ne izdelke, ki imajo certifikat, prepoznamo po simbolih na njihovih vsebnikih. Te
oznake nam povedo, da so sestavine v izdelku res naravnega in organskega izvora.
Vecinoma certifikati predpisujejo prepoved dodajanja sinteznih barvil in disav, silikonov,
etoksiliranih surovin, parafina in drugih naftnih derivatov ter gensko spremenjenih
sestavin. Ovojnina mora biti iz biorazgradljivega materiala, proces proizvodnje pa mora
biti okolju prijazen. Pomembna je osvescenost potrosnika, Ki mora sam prouciti sestavine

in Kriterije ter glede na to presoditi, kateri kozmeti¢ni izdelek bo uporabljal. Najbolj
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priznani in poznani standardi za naravno in ekolosko kozmetiko so BDIH (slika 1), Ecocert
(slika 2), Cosmebio (slika 3), Soil Association (slika 4) in ICEA (slika 5), ki so od
leto$njega leta dalje zdruzeni v enotni standard COSMOS (slika 6) in ne uporabljajo veé

svojih logotipov ter standard Natrue (slika 7) (4). Spodaj so kratki opisi certifikatov.

121 BDIH

BDIH je nemsko neprofitno industrijsko in trgovsko zdruzenje, ki izdaja
certifikate izdelkom za zdravstveno in osebno nego, prehranskim

dopolnilom ter farmacevtskim izdelkom. Standard BDIH je prvi oblikoval

celovite smernice za certificirano naravno kozmetiko (5). Pridobijo ga S“kaBls?énaka
izdelki, ki vsebujejo sestavine rastlinskega izvora s certifikatom. Pomozne snovi
Zivalskega izvora, kot sta mleko in med, so dovoljene. Konzervansi, ki morajo biti
oznaceni na deklaraciji in jih lahko uporabljamo, so benzojska, salicilna, sorbinska,
dehidroocetna kislina in njihove soli ter benzilalkohol. Prav tako je v izdelkih dovoljena
uporaba anorganskih in mineralnih soli, ne smejo pa vsebovati sestavin, preizkusenih na
zivalih, in pa parafinov, silikonov, naftnih derivatov, etoksiliranih surovin, sinteznih disav
ter barvil. Prav tako ni dovoljeno ionizirajoée obsevanje pomoznih snovi niti konénih

proizvodov. Pogoj za pridobitev certifikata je tudi strogo nadzorovan postopek izdelave
izdelka (6).

1.2.2 ECOCERT

ECOCERT je prvi akreditirani organ, ki je razvil standarde za naravno

in tudi naravno ekolosko kozmetiko. Za zagotovitev okolju prijaznega

kozmeti¢nega izdelka standard dolo¢a uporabo sestavin, pridobljenih iz ‘
obnovljivih virov in proizvedenih v okolju prijaznih procesih. Ecocert  gjika 2: Oznaka
preveri odsotnost gensko spremenjenih organizmov, parabenov, Foocert
fenoksietanola, nanodelcev, silikonov, polietilen glikola, sinteznih disav in barvil ter
sestavin zivalskega izvora, razen naravno pridobljenih, kot sta mleko in med. Ovojnina
mora biti biorazgradljiva ali z moznostjo reciklaze. Da izdelek pridobi certifikat, mora biti
doseZena minimalna meja naravnih sestavin, pridobljenih iz ekoloskega kmetovanja. Tako
pri certifikatu za ekolosko (»organic cosmetic«) kot naravno (»natural cosmetic«)
kozmetiko mora biti najmanj 95 % vseh sestavin naravnega izvora. Izdelek, ki velja za

naravnega, mora vsebovati vsaj 50 % vseh rastlinskih sestavin, pridelanih z ekoloskim
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kmetovanjem, prav tako mora biti 5 % vseh sestavin ekoloskega izvora. Pri ekoloski
kozmetiki pa mora biti vseh 95 % rastlinskih sestavin pridobljenih iz ekoloskega
kmetovanja, 10 % vseh sestavin v izdelku mora biti ekoloskih. Na ovojnini morajo biti
seznam in imena vseh sestavin navedeni v uporabniku razumljivem jeziku, obvezna so tudi

mednarodna poimenovanja spojin kozmeti¢nih proizvodov (INCI) (7).

1.2.3 COSMEBIO

COSMEBIO je neprofitno zdruzenje razli¢nih podjetij in ustanov, ki je owerioy, O
¢ O

izdala standarde za ekoloSko kozmetiko (8). Te standarde obicajno g BIO °
TRre coswis

potrdi Ecocert, kar je tudi oznaceno na proizvodu, certifikate pa lahko
dobijo le ¢lani zdruzenja. V »eco« certificiranem kozmeti¢nemu izdelku @ e ¥
mora biti 95 % sestavin naravnega izvora. Vsaj 5 % celotne koli¢ine %J
morajo predstavljati ekolosko pridobljene sestavine, katerih 50 % mora  Slika 3: Oznaka

- . . . e . . ) Cosmebio za ECO in
imeti ekoloski certifikat. V »bio« certificiranem kozmeti¢nem izdelku BIO kozmetiko

m
%O

mora biti 95 % sestavin naravnega izvora. Vsaj 10 % celotne koli¢ine morajo predstavljati
ekolosko pridobljene sestavine, katerih 95 % mora imeti ekoloski certifikat (9). Vse
sestavine v izdelku morajo biti navedene na ovojnini po enotni nomenklaturi INCI v

angleSskem in potro$niku razumljivem jeziku (10).

1.2.4 SOIL ASSOCIATION

Organizacija je bila ustanovljena 1946 v Veliki Britaniji. Certifikate w‘?f’s C’%’A
podeljuje izdelkom zivilske, kozmeti¢ne in tekstilne proizvodnje (11). Da § g

izdelki pridobijo certifikat »organic«, morajo vsebovati 95 % ekoloskih o—‘?GAﬂ\L

Slika 4: Oznaka

sestavin, ki morajo biti biorazgradljive in z opravljenimi toksikoloSkimi ¢\ < iotion

testi. Sinteznih snovi je lahko le 5 %. Ce izdelki vsebujejo 70-95 % surovin iz ekoloske
kmetijske pridelave, certifikat pridobijo, vendar vsebnost na izdelku ustrezno oznacijo
(12). Standard tezi k temu, da imajo izdelki ¢im veéji delez ekoloskih sestavin, niso
Skodljivi za zdravje ljudi in okolja, ne smejo biti testirani na Zivalih, biti morajo jasno
oznaceni in dajati tocne informacije potroSniku. Med konzervansi so dovoljeni
benzilalkohol, benzojska, sorbinska kislina in njune soli, dehidroocetna kislina in njena

natrijeva sol. Dolo¢ene so dovoljene in nedovoljene pomozne sestavine in postopki (13).
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1.25 ICEA
ICEA (Instituto per la certificazione etica e ambiente) je institut, Ki ga je L ooty
ustanovilo AIAB (Associazione Italiana per I'agricultura biologica). Ta = e’o,
= ®
akreditirani organ dodeljuje certifikate za naravno in ekolosko kozmetiko, ICEA 2
(<) (‘\

vendar ti certifikati ne predpisujejo to¢no doloc¢enih sestavin ekoloskega ? e Amo\®

izvora kot ostali, predpisujejo pa dolo¢ene zahteve o dovoljenih ali Slika5: Oznaka
ICEA
prepovedanih sestavinah ter procesih (14, 15).

1.26 COSMOS STANDARD AISBL

Zdruzenje COSMOS STANDARD AISBL obstaja od leta 2010, == o

50 6o

ustanovili so ga akreditirani organi BDIH, Cosmebio, Ecocert, ICEA in ==

COSMOS COSMOS
ORGANIC NATURAL

Soil Asocciation. Vseevropski standard COSMOS je mednarodna

neprofitna organizacija za ekolosko in naravno kozmetiko, ki ima sedez = ‘== ‘e
ORGANIC NATURAL

v Bruslju. Njen namen je bil opredeliti skupne zahteve in definirati
organsko in naravno kozmetiko (16). Pri naravni kozmetiki ni nujno, da @

COSMOS
ORGANI(

so sestavine ekoloskega izvora, ne smejo pa vsebovati ve¢ kot 2 %

sinteznih sestavin. Pri ekoloski kozmetiki pa mora biti 95 % naravnih ‘3"‘:‘ {&E,A
sestavin ekoloskega izvora, ki morajo glede na celoten izdelek gosios ggTSLngSL
predstavljati 20 % (17). Standard spodbuja uporabo sestavin ekoloskega -
izvora, naravnih virov, uporabo neopore¢nih postopkov in promovira o=« =

k,oﬁl.w'm; COSMOS
koncept zelene kemije. Sestavljen je iz prilog, ki opisujejo dovoljene in 2% OReANIC

nedovoljene sestavine, procese izdelave, kontrole kon¢nih izdelkov, Slika6: Oznake
standarda Cosmos

oznacevanja (18).
1.2.7 NATRUE

NATRUE je standard, ki ga je ustanovila mednarodna zveza
predstavnikov proizvajalcev in prodajalcev kozmetike. Gre za poenotenje

standardov za naravno in ekolo$ko kozmetiko. Lo¢imo tri ravni: naravno

kozmetiko, naravno kozmetiko z delezem ekoloskih sestavin in ekolosko
kozmetiko (19). Pri kozmetiki Natrue z oznako naravna kozmetika so SlikaNgtgjzenaka
doloceni minimalni delezi naravnih sestavin ter maksimalni delezi sestavin

naravnega izvora. Pri naravni kozmetiki z delezem ekoloskih sestavin mora biti vsaj 70 %

naravnih sestavin ekoloskega porekla. Glede na celoten izdelek mora biti vsaj 15 %
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kemi¢no neobdelanih sestavin naravnega izvora in najve¢ 15 %, ki so lahko kemicno
obdelane. Seveda mora ta stopnja zadostiti kriterijem opisanim pri naravni kozmetiki.
Izdelek s certifikatom ekoloska kozmetika mora zadostiti vsem Kriterijem za naravno
kozmetiko z delezem ekoloskih sestavin, vsaj 70 % naravnih sestavin mora biti ekoloske
pridelave. Vsebovati mora vsaj 20 % kemic¢no nespremenjenih naravnih sestavin in najve¢

15 % sestavin naravnega izvora, ki so lahko kemi¢no spremenjene (20).

Kot smo opisali v zgornjih standardih, v naravni kozmetiki obstaja veliko omejitev in
prepovedi glede sestavin, ki jih uporabljamo, med njimi tudi o uporabi emulgatorjev,

barvil, diSav in konzervansov. Slednje bomo natan¢neje opisali v nadaljevanju (21).

1.3 KONZERVANSI V KOZMETICNIH IZDELKIH
1.3.1 SPLOSNO

Definicija konzervansov, navedena v Uredbi o kozmeti¢nih izdelkih $t. 1223/2009
Evropskega parlamenta in Sveta z dne 20. Novembra 2009, pravi: »Konzervansi pomenijo
snovi, ki so izkljuéno ali v glavnem namenjene zaviranju razvoja mikroorganizmov v
kozmeti¢nem izdelku« (22). So protimikrobne snovi, ki jih dodajamo v kozmetiéni izdelek,
da prepre¢imo mikrobiolosko kvarjenje kozmeti¢nega izdelka, mu podaljSamo rok
uporabnosti in zas¢itimo potroS$nika pred potencialno nezeleno okuzbo. Mikrobioloska
varnost kozmeti¢nih izdelkov je ze od nekdaj v posebnem interesu industrije, saj
mikrobioloska okuzba lahko povzro¢i nestabilnost proizvoda ali pa v primeru patogenih
mikroorganizmov v stiku s poskodovano kozo, povzro¢i Sirjenje okuzbe (23). Raznovrstne
sestavine modernih kozmeti¢nih izdelkov skupaj z vodnim okoljem, shranjevanje
kozmetike na sobni temperaturi, uporaba vsebnikov za veckratno uporabo in
izpostavljenost izdelkov brez zascite za dlje Casa so idealno izhodise za rast
mikroorganizmov. Vsi nasteti dejavniki pomenijo, da so u¢inkoviti konzervansi bistvenega
pomena za mikrobiolosko varnost kozmeti¢nih izdelkov (24). Pomembno je, da
zagotovimo ustrezno konzerviranje med proizvodnjo, transportom, shranjevanjem in med
celotno uporabo izdelka (25). Idealen konzervans mora biti stabilen in zdruzljiv z drugimi
sestavinami v kozmeti¢nem izdelku, brez vpliva na barvo in vonj izdelka, imeti mora §irok
spekter delovanja pri majhnih koncentracijah, biti u¢inkovit pri razli¢nih pH-vrednostih ter
se ustrezno vmesati v emulzijo. Ne sme povzrocati drazenja ali preobcutljivosti, ne sme

biti toksi¢en in mora biti varen za uporabo. Konzervans mora ohranjati svoje
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protimikrobno delovanje v prisotnosti ostalih sestavin v izdelku. Da se zagotovi celovitost
proizvoda, morata biti tako spekter aktivnosti kot uporabljena koncentracija konzervansa
natan¢no preverjena. Taks$nih lastnosti $¢ nima noben konzervans, se pa jim Zelimo ¢im

bolj pribliZati, najveckrat s kombinacijo dveh ali ve¢ konzervansov (26).

1.3.2 UREDBA O KOZMETICNIH IZDELKIH

V Evropi nova zakonodaja Uredba o kozmeti¢nih izdelkih 1223/2009, ki se uporablja v
vseh drzavah ¢lanicah Evropske unije, zamenjuje Kozmeti¢no direktivo Sveta evropskih
skupnosti 76/768/EGS. Slovenska zakonodaja je na tem podro¢ju usklajena z evropsko.
Evropska direktiva o kozmeti¢nih izdelkih 1223/2009 je v veljavi od 11. julija 2013. Gre
za uskladitev in poenostavitev skupnih obveznosti za vse drzave. Zahteva porocilo o
varnosti kozmeti¢nega izdelka, ki mora vsebovati rezultate izzivnega preskusa in s tem
porocilo o mikrobioloski kakovosti. Podrobnejsa vsebina porocila je opisana v prilogi | te
uredbe. V prilogi V je seznam 57 trenutno dovoljenih skupin konzervansov v kozmeti¢nih
izdelkih. Navedene so dovoljene mejne koncentracije konzervansov Vv izdelkih,
pripravljenih za uporabo, besedilo pogojev uporabe in posebna opozorila (22).

Uredba o izvajanju Uredbe (ES) o kozmeti¢nih izdelkih dolo¢a kriterije glede
mikrobiolo§ke ustreznosti kozmeti¢nih proizvodov. Mikroorganizmi Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus (S. aureus) in Candida albicans se v 0,1 g ali 0,1 ml
vzorca kozmeti¢nega izdelka ne smejo nahajati. Prav tako teh mikroorganizmov ne smejo
vsebovati kozmetiéni izdelki v vzorcu 0,5 g ali 0,5 ml, namenjeni za nego otrok, mlajsih od
treh let, in pa tisti kozmeti¢ni izdelki, ki se uporabljajo na kozi v obmoc¢ju o¢i in na
sluznicah. Izdelki za otroke, mlajSe od treh let, ali za uporabo na kozi okoli o¢i in na
sluznicah, v 1 g ali 1 ml vzorca ne smejo vsebovati ve¢ kot 100 aerobnih mezofilnih
mikroorganizmov. V ostalih kozmeti¢nih izdelkih, v vzorcu 1 g ali 1 ml, skupno $tevilo
aerobnih mezofilnih mikroorganizmov ne sme biti veéje od 1000 (27).

Pri uporabi kozmetike moramo biti pazljivi tudi na dva simbola — simbol odprte posodice,
ki oznacuje koncéne kozmeti¢ne izdelke, ki imajo minimalni rok trajanja ve¢ kot 30
mesecev (slika 8) ter pes¢eno uro, ki pove datum, do katerega izdelek shranjen pod

ustreznimi pogoji ohrani prvotno funkcijo (slika 9) (22).

Slika 8: »Po odprtju uporabno do« Slika 9: Minimalni rok trajanja

Z
—
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1.3.3 NAJPOGOSTEJE UPORABLJANI KONZERVANSI
1.3.3.1 PARABENI

Najpogosteje uporabljani konzervansi ta hip so parabeni (23), derivati para-
hidroksibenzojske kisline, pri katerih je karboksilna skupina zaestrena z razli¢nimi
alkoholi. Poznamo ve¢ razliénih predstavnikov omenjene skupine konzervansov:
metilparaben, etilparaben, propilparaben, butilparaben, izopropilparaben. Na sliki 11 je
prikazana njihova kemijska struktura. Metilparaben in propilparaben sta najpogosteje
uporabljana in pogosto prisotna v izdelkih v kombinaciji. Parabeni imajo ze v majhnih
koncentracijah baktericidno in fungicidno delovanje, zato jih v kozmeti¢nih izdelkih
uporabljamo kot konzervanse. Z dalj$anjem alkilne verige se veca njihova protimikrobna
aktivnost, manjSa pa se njihova vodotopnost. Pridobivamo jih z esterifikacijo iz
hidroksibenzojske kisline in primernega alkohola v prisotnosti kislinskega katalizatorja.
Parabeni so relativno varni za uporabo, imajo Sirok spekter delovanja, so kemicno stabilni,
inertni, imajo nizko sistemsko toksi¢nost, redko povzrocajo alergijske reakcije, so zadostno
stabilni v vodnem mediju, so brez vonja in okusa, ob njihovem dodatku v konsistenci
izdelka ni sprememb ter imajo nizke proizvodne stroske. Najvisja dovoljena koncentracija
parabenov v kozmeti¢nih izdelkih je 0,4 % za posamezni ester in 0,8 % za meSanico estrov
(28). Parabeni so v uporabi ze ve¢ kot 80 let, veliko pozornosti pa so pritegnili v zadnjih
letih. Njihovo varnost je zamajala mozna povezava z rakom dojke in znanstvena porocila o
moznosti estrogenega ucinka ob sistemski izpostavljenosti (23). Leta 2004 so objavili
Studijo, kjer so v izrezanih tumorjih raka dojk dokazali povecano vsebnost parabenov (29).
Predvidevali so, da je izvor v kozmeti¢nih izdelkih, ki jih uporabljamo na kozi pod
pazduho — antiperspirantov. Vendar znanstveni dokazi, ki so sledili, niso potrdili povezave
med parabeni v kozmetiki in poveCanjem raka na dojkah (30). Te ucinke izkazujejo
nemetabolizirane spojine, normalno pa se parabeni metabolizirajo do kisline, ki nima
nobenih uc€inkov. Da bi lahko te ucinke povzrocili parabeni, bi morali iz kozmeti¢nega
izdelka prodreti skozi kozo in preiti v sistemski krvni obtok (31). Trenutno velja, da sta
metilparaben in etilparaben varna pri najvecjih dovoljenih koncentracijah. Je pa na osnovi
Stevilnih $tudij Znanstveni odbor za varnost potro$nikov pri Evropski komisiji sklenil, da
S0 propilparaben in butilparaben, njune soli in izooblike prepovedani v kozmeti¢nih
pripravkih za otroke, mlajse od treh let, zaradi morebitnega endokrinega ucinka. Tanka
otroSka koza bi lahko povzrocila njihovo prehajanje skozi kozo (32). Uredba §t. 1004/2014
navaja, da je uporaba butilparabena in propilparabena v kozmeti¢nih izdelkih varna v
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koncentraciji 0,19 %, misljeno kot vsota posameznih koncentracij (33). V kozmeti¢nih
izdelkih za odrasle, ki jih izpiramo s koze, je po novem dovoljena manjsa koncentracija kot
prej, in sicer v 0,14 % za posamezno koncentracijo in 0,8 % za meSanico. Prepovedani
parabeni so izopropilparaben, izobutilparaben, fenilparaben, benzilparaben in
pentilparaben, ki pa so sicer manj uporabljani parabeni. Kljub negativnemu slovesu v

zadnjem Casu so parabeni $e vedno relativno varne spojine (34).

o]

e

Slika 10: Kemijska struktura parabenov

1.3.3.2 OSTALI SINTEZNI KONZERVANSI

Konzervanse, ki so trenutno prisotni na trgu, razdelimo v nekaj glavnih skupin glede na
njihovo strukturo. Vrste tradicionalnih sinteznih konzervansov so: organske Kkisline,
njihove soli in estri, aldehidi in konzervansi, ki sprosc¢ajo formaldehid, kvartarne
amonijeve spojine: amini, amidi, piridini, benzalkonijeve soli, aromatske spojine in njihovi
derivati, alkoholi in njihovi derivati, derivati gvanidina, organske Zivosrebrove spojine in
ostali. Delujejo na ve¢ nacinov, tarCe delovanja pa so celi¢na stena, citoplazemska
membrana in citoplazma mikroorganizmov. Vse skupine, brez izjem, imajo dolo¢eno
stopnjo tveganja za nezelene reakcije, najveckrat je to preobcutljivost (21). Obstajajo
Studije, ki mecejo sum tudi na druge kemijske razrede konzervansov, ne le na parabene. Za
konzervanse, ki spros¢ajo formaldehid, kot sta imidazolidinil in diazolidinilse¢nina,
menijo, da povzrofajo kozne reakcije pri obcutljivih posameznikih, pri uporabi

izotiazolinonov pa najveckrat pride do alergij (23).

1.4 NOVE ALTERNATIVE KONZERVIRANJA

Narascajoci skepticizem potroSnikov, nanasajo¢ se na varnost sinteznih konzervansov, v
kombinaciji z dejstvom, da je dolgoro¢no zdravje nase koze ponavadi povezano z uporabo
naravnih sestavin, vodi do iskanja alternativnih pristopov konzerviranja v kozmeti¢nih
izdelkih (35). Prizadevanja so usmerjena Vv razvoj naravnih spojin s protimikrobno
aktivnostjo, ki imajo manj toksi¢nih uéinkov in predstavljajo mozno naravno in varnej$o
alternativo konzervansov, vse bolj pa naras¢a zanimanje tudi za razvoj izdelkov brez
konzervansov (26). Vodne farmacevtske oblike brez dodatkov konzervansov lahko
izdelamo mikrobiolosko stabilne v asepti¢ni proizvodnji in z ustreznim pakiranjem, vendar

se moramo Vv taksnih primerih zavedati, da se rok uporabe obCutno zmanjsa, izdelek pa je
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potrebno porabiti v nekaj dneh po odprtju. Edina moznost priprave kozmetike, ki je ni
potrebno konzervirati, je brez dodatka vode, torej izdelava izdelkov, ki nimajo ugodnega
medija za rast mikroorganizmov. To so na primer kozmeti¢ni pripravki, kot so mazila, olja

za telo in balzami za ustnice na oljni osnovi (23).

1.41 NARAVNE SESTAVINE, KI IMAJO PROTIMIKROBNO DELOVANJE

V kozmetiki brez konzervansov klasi¢ne sintezne konzervanse nadomestimo z
veénamenskimi protimikrobnimi sestavinami, ki jih v Uredbi Se niso priznali kot
konzervanse (23). Ogromno naravnih kozmeti¢nih izdelkov vsebuje sestavine, Ki niso
konzervansi, pa¢ pa so druge pomozne snovi, ki delujejo kot le-ti, in bi morale biti na
ovojnini ustrezno navedene z ustreznimi opozorili kot sta »lzdelek vsebuje naravne
konzervanse neznane toksi¢nosti, Uporabljajte previdno in prenchajte z uporabo takoj, ko
opazite kaks$no nezeleno reakcijo« (1). V nasi magistrski nalogi smo obravnavali naslednje
naravne sestavine, ki imajo protimikrobno delovanje: alkoholi, organske kisline,glicerolni

monestri, peptidi ter rastlinski izvlecki in eteri¢na olja.

1411 ALKOHOLI

Alkoholi dosezejo protimikrobni uéinek z denaturacijo membranskih proteinov in
encimov. Veliko jih izkazuje protimikrobno delovanje. V naSem testu smo uporabili
benzilalkohol (v kombinaciji) in fenoksietanol, ki spadata med dovoljene konzervanse, in
etanol (2). Etanol je hlapna, vnetljiva, brezbarvna tekocina z mo¢nim vonjem, ki ima
antisepti¢no delovanje. Uc¢inkovit je proti ve€ini bakterij in gliv (36). Kot konzervans
deluje v dovoljenih koncentracijah 10—30 %, v visjih odstotkih (30—40 %) pa izsusi kozo
in je neustrezen za uporabo v dermalnih izdelkih (37). Fenoksietanol je monoeter
etilenglikola in fenola in je brezbarvna organska tekoca spojina s Sibko aromo vrtnice (38).
Zelo dobro ucinkuje protimikrobno, najboljSe delovanje ima proti gramnegativnim
bakterijam (39). Je dobro topen v glikolih in alkoholih, zmerno topen v vodi. Stabilen je v

Sirokem obmoc¢ju pH in temperature (40).

1.4.1.2 ORGANSKE KISLINE

Vse bolj priljubljene kot konzervansi v kozmeti¢nih izdelkih postajajo organske Kkisline.
Delujejo tako, da zmotijo funkcijo membrane. Celice mikroorganizmov skozi membrano

privzamejo organsko kislino v nedisociirani obliki. VV plazmi kislina disociira, odda
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vodikov proton in v celici se spremeni pH. Celica na zmanjsanje pH odgovori z izlo¢anjem
vodikovih protonov in privzemanjem natrijevih ionov v celico. Bakterija s tem potrosi
ogromno energije in mikroorganizem se ne more razmnozevati, zaradi ¢esar nastopi smrt
celice. Da so organske kisline ¢im bolj u¢inkovite, morajo biti primerno topne v vodni fazi,
Imeti protonirano obliko pri pH kozmeti¢nega izdelka, strukturo, ki omogoca prehod skozi
membrano, in moznost disociacije v celi¢ni plazmi (2). Uporabljamo jih v izdelkih, ki
imajo pH pod 6, ¢e jih kombiniramo z drugimi konzervansi, lahko ucinkovitost
konzerviranja poviSamo do nevtralnega pH (41). Med 12 sestavinami naravnega izvora, ki
smo jih preverjali, so v kozmetiki ze dovoljene kot konzervansi salicilna, sorbinska,
dehidroocetna kislina in njihove soli ter benzojska kislina, njene soli in estri. Levulinska in
janeZzeva kislina izkazujeta protimikrobno delovanje, a v Uredbi Se nista priznani kot
konzervansa (22). Janezevo kislino pridobivamo z oksidacijo anetola, aromatske spojine,
ki je glavna sestavina eteri¢nega olja janeza (Pimpinella anisum). Ima antisepti¢ne lastnosti
in jo uporabljamo kot konzervans v kozmeti¢nih izdelkih, izkazuje bolj$o protimikrobno
aktivnost proti plesnim kot bakterijam in kvasovkam (42). Levulinska kislina je organska
keto spojina (43), v kozmeti¢nih izdelkih ima funkcijo regeneracije koze in kot disava (44).
Prav tako v kozmetiki kot konzervans Siroko uporabljamo dehidroocetno kislino, ki se na
trgu pogosto pojavlja v kombinaciji z benzilalkoholom. To kombinacijo vodne raztopine
dehidroocetne kisline in benzilalkohola na trgu najdemo pod imenom Cosgard ali Geogard
221. Ceprav je konzervans pridobljen sintezno, ga lahko uporabljamo v organski kozmetiki
v skladu s certifikatoma Cosmos in Natrue. Ima S$irok spekter delovanja, deluje
protibakterijsko in protiglivi¢no (45). V raziskavi je pri kombinaciji dehidroocetne kisline
in benzilalkohola (0,032 %) koncentracija kisline 10-krat manjSa kot pri sami
dehidroocetni kislini (0,30 %). Benzojsko Kislino pridobivamo iz naravnih virov, a je
ekstrakcija zelo draga. Naravno se pojavlja v $tevilnih rastlinah, uporabljamo pa jo tudi kot
intermediat v nadaljnjih sintezah. Najbolj ucinkovita je proti grampozitivnim bakterijam,
plesnim in kvasovkam (46). Salicilno kislino uporabljamo tudi kot konzervans v hrani in za
nadaljnje sinteze spojin. Ima antisepticno in protiglivicno delovanje, najdemo jo v
dermalnih veterinarskih izdelkih, Siroko pa jo uporabljamo tudi v dermatoloske namene,
saj ima keratoplasti¢ne lastnosti (47). Sorbinska kislina je Sirokospektralna protimikrobna
snov, varna za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih in izdelkih za osebno nego s pH pod 6,5.

Izolirali so jo iz stisnjenih nezrelih jagod jerebike (Sorbus aucuparium) (24).
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1.4.1.3 GLICEROLNI MONOESTRI

V raziskavi smo uporabili glicerilkaprilat, ki je glicerolni monoester oktanojske Kisline,
pridobljen iz naravnih virov trigliceridov. Je bela trdna snov, ki je registrirana kot
emulgator in emolient v kozmeti¢nih izdelkih. Zelo je ucinkovit proti bakterijam in
kvasovkam, manj proti plesnim (48). Amfifilna oblika strukture glicerolnim monoestrom
omogoca lahek prehod skozi celicno membrano, njeno destabilizacijo, poskodbo in propad

celice. V kolikor jim dodamo organske kisline, izboljsamo aktivnost proti glivam (2).

1.41.4 PEPTIDI

Testirali smo tudi protimikrobno delujo¢i peptid, filtrat bakterijskega (Leuconostoc
kimchii) fermenta korenine redkvice (Raphanus sativus L.). Protimikrobno delovanje, ki ga
izkazuje, temelji na protimikrobnih peptidih, ki jih izloca bakterija L. kimchii med
fermentacijo iz korenine redkvice. Mesanico teh fermentacijskih produktov so nedavno
patentirali kot kozmeti¢ni konzervans (49). Uporabljamo jo tudi kot vlaZilec za uporabo na
kozi in lasis¢u (proti prhljaju) (50). Peptide izolirajo iz organizmov, kot so zuzelke, sesalci,
rastline in bakterijske vrste, ki te snovi proizvajajo, da se zavarujejo pred drugimi
organizmi v okolju. Hkrati pa so po svoji naravi sposobni zagotoviti tudi ohranjanje
mikrobioloSke stabilnosti proizvoda, za kar jih preiskujejo kot potencialne protimikrobne
snovi (51).

1.4.1.5 RASTLINSKI IZVLECKI IN ETERICNA OLJA

Obstajajo Stevilna etericna olja in izvlecki rastlinskega izvora, ki imajo protimikrobno
aktivnost ter jih uporabljamo samostojno ali v kombinaciji z drugimi konzervansi. Eteri¢na
olja so hlapne aromatske tekocine, izolirane iz razli¢nih delov rastlin, kot so cvetovi,
semena, listje, steblo in korenine, ter so pridobljene z destilacijo ali hladnim stiskanjem.
Izvlecki so kompleksne zmesi spojin, izolirani iz razli¢nih delov rastlin s pomocjo
ekstrakcije s primernimi topili in tehnikami (23). Zadnja od sestavin, ki smo jo uporabili
pri naSem eksperimentalnem delu, je ekstrakt semen grenivke, ki izkazuje antioksidativne
ter protimikrobne ucinke in ga zato uporabljamo v kozmeti¢nih izdelkih in prehranskih
dopolnilih. Pripravijo ga z ekstrakcijo iz posusenih semen grenivke z glicerolom pri
poviSani temperaturi, v kombinaciji z UV sevanjem in katalizo z uporabo naravnih

encimov. V literaturi so opisali aktivnost proti bakterijam, kvasovkam in glivam (52).
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1.5 OCENJEVANJE UCINKOVITOSTI KONZERVIRANJA

Uradne metode, ki jih uporabljamo za ocenjevanje ucinkovitosti konzerviranja, SO opisane
v razli¢nih farmakopejah in smernicah (53). Za ocenjevanje nasih protimikrobnih Spojin
smo uporabili izzivni test, ki ga izvajamo za dolo¢itev minimalne uc¢inkovite koncentracije
konzervansov, potrebne za ustrezno mikrobioloSko kontrolo proizvoda (54). Uredba o
kozmeti¢nih izdelkih ES 1223/2009 z dne 30.11.2009 zahteva, da porocilo o varnosti
kozmeti¢nega izdelka prikazuje rezultate izzivnega testa za dokazovanje mikrobioloske
stabilnosti, ne dolo¢a pa postopka za izzivni test. Na voljo je vec razli¢nih metod: standard
mednarodne organizacije za standardizacijo (ISO) 11930, test iz Evropske farmakopeje
(Ph. Eur), iz Ameriske farmakopeje (USP), Japonske farmakopeje, smernice Zdruzenja za
kozmetiko, higieno in disave (CTFA), Schiilke Koko test, smernice Znanstvenega odbora
za varstvo potros$nikov (SCCS), Azijski test (ASEAN) ter tudi Ze mnogo hisnih protokolov.
Pri naSem raziskovalnem delu smo naredili izzivni test v skladu s standardom 1SO 11930.
V primerjavi z drugimi metodami je to splosen standard za oceno protimikrobne stabilnosti
kozmeti¢nega izdelka. Ucinkovitost konzerviranja opisana v ISO 11930 je namenjena
predvsem vodotopnim izdelkom in izdelkom, ki se mesajo z vodo (55). Med seboj bomo
primerjali najpogosteje uporabljane izzivne teste, ki so si med seboj zelo podobni,
ugotovimo pa tudi nekaj razlik. Priporo¢eni mikroorganizmi S0 Pseudomonas aeruginosa,
S. aureus in Candida albicans, ki jih kozmeti¢ni izdelki ne smejo vsebovati. 1ISO 11930,
Ph. Eur, USP in ASEAN uporabljajo samo patogene mikroorganizme ter tako samo delno
pokrivajo priporocila SCCS o uporabi dodatnih specifiénih bakterij, ki prav tako lahko
privedejo do kvarjenja kozmeti¢nega izdelka. Edini, ki v celoti izpolnjuje priporocila
SCCS, je Schiilke Koko preizkus. Predpisani mikroorganizmi za posamezen test so
natanéneje prikazani v preglednici 1 (55).

Preglednica 1: Testi za preizkus ohranjanja uginkovitosti ter predpisani mikrorganizmi

TEST Predpisani mikroorganizmi

ISO 11930 Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans,
Aspergillus brasiliensis

SCCS Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, specificni MO, ki
povzrocajo okuzbo kozmeti¢nih izdelkov

Schiilke Enterobacter gergoviae, Escherichia coli, Klebsiella pnuemoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Koko test  Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Kocuria rhizophila, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Aspergillus brasiliensis, Penicilliuim pinophilum

Ph. Eur. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis

USP Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans,
Aspergillus niger
ASEAN Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Candida albicans,

Aspergillus niger
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Pri testih standarda ISO 11930, Ph. Eur., USP in ASEAN testu inokulum pripravimo tako,
da mikroorganizme spiramo iz ploS¢ hranilnih gojis¢ in Zeleno izhodno S$tevilo
mikroorganizmov prilagodimo z razredCitvami. Inokulum nato uporabimo za direktno
inokulacijo testnega izdelka, skladno s predpisi. Schiilke Koko test uporablja meSane
suspenzije kulture, ki jih pripravimo tako, da posamezne mikroorganizme zmeSamo V eno
suspenzijo. Da zagotovimo konstantno sestavo mesanice inokuluma, Suspenzijo najve¢ tri
dni hranimo v hladilniku. Pri Schiilke Koko testu za vsakega izmed Sestih inokulacijskih
ciklov pripravimo novo suspenzijo. Pri ostalih testih inokuliramo samo enkrat (58).
Velikost vzorca, ki ga inokuliramo, se razlikuje od testa do testa. Vsi testi imajo podobno
Stevilo in koli¢ino ter tudi koncentracije uporabljenih testnih mikroorganizmov v
inokulumu, natanéne vrednosti so podane v preglednici 2. Stevilo koncentracije inokuluma
je bilo vcasih veéje le pri Schiilke Koko testu za zagotavljanje varne zascite za nadomestilo
manj Cistih proizvodnih obratov. Pri Schiilke Koko testu so Stevilo kolonijskih enot (CFU)
pred kratkim prilagodili v skladu z drugimi testnimi modeli, saj je zahteva za izdelavo
kozmeti¢nih izdelkov zakonsko urejena po ISO 22716 (smernice DPP) (55).

Preglednica 2: Velikost vzorca, koli¢ina inokuluma, koncentracija inokuluma pri izzivnih testih

Test Velikost  Koli¢ina Stevilo MO inokulma  Stevilo MO v KI
vzorca inokuluma (cfu/mL) (cfu/mL)
Ph. Eur. Originalni <1 % ~10° 10° - 10°
vsebnik
1SO 11930 20g 1% 10" - 10° za bakterije ~ 10° — 10° za bakterije
10°— 10" za glive 10* — 10°za glive
Schiilke 25¢ 0,4% ob 10" — 10° za bakterije ~ 2,4x10° — 2,4x10° za bakterije
Koko test vsaki 10° - 10" za glive 2,4x10* - 2,4x10° za glive
inokulaciji (6 inokulacij)
USP Originalni  0,5—1,0 % ~10° ~ 10° za bakterije
vsebnik ~10° za glive
ASEAN 1009 1% ~ 10° za bakterije ~ 10° za bakterije
~ 10" za glive ~10° za glive

Pogoji inkubacije so primerljivi pri vseh naStetih metodah. Kriteriji sprejemljivosti se za

vsak test malce razlikujejo in so natanéneje opisani v preglednicah 3, 4, 5 in 6 (55).

Preglednica 3: Kriteriji sprejemljivosti za Ph. Eur.

MO KRITERIJ LOGARITEM ZMANJSANJA
R> Rz Rus Ras
Bakterije A 2 3 / ni povecanja
B / / 3 ni povecanja
Glive A / / 2 ni povecanja
B / / 1 ni povecanja
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Preglednica 4: Kriteriji sprejemljivosti za standard 1SO 11930

MIKROORGANIZEM KRITERIJ LOGARITEM ZMANJSANJA
R7 Rus Ras
Bakterije A > 3, ni poveCanja >3, ni povecanja >3
B / >3 > 3, ni povecanja
C. albicans A >1 >1, NP > 1, ni povecanja
B / >1 > 1, ni povecanja
A. brasiliensis A / 20 >1
B / >0 > 0, ni povecanja

Preglednica 5: Kriteriji sprejemljivosti za Schiilke Koko test

MIKROORGANIZEM KRITERIJ LOGARITEM ZMANJSANJA
R7 R14 R21 R28 R35 R42

Bakterije A >4 >4 >4 >4 >4 >4
B >3* >23*  >3* >3* >3* >3*
Glive A >3 >3 >3 >3 >3 >3
B >2% >2%  >D2% >2% >2% >0

*Dovoljena majhna rast bakterij do 6. inokulacije.
Preglednica 6: Kriteriji sprejemljivosti za USP

MIKROORGANIZEM LOGARITEM ZMANJSANJA

R14 RZS
Bakterije >2 ni povecanja
Glive ni povecanja ni povecanja

Preglednica 7: Kriteriji sprejemljivosti za ASEAN test

MIKROORGANIZEM LOGARITEM ZMANJSANJA

R; Ris Ra1 Ras
Bakterije >3 ni poveCanja ni poveCanja ni povefanja
Glive ni poveanja ni poveanja ni povecanja >1

Pri vseh omenjenih izzivnih testih opazujemo zmanjSanje Stevila mikroorganizmov v
izbranih Casovnih toc¢kah. Pri standardu Ph. Eur. in Schiilke Koko testu sta opredeljena
kriterija A in B. Ce kozmeti¢ni izdelek ustreza kriteriju A, je protimikrobno zas¢iten. Ce
pripravek izpolnjuje merila B, pa moramo analizirati obstoj kontrolnih dejavnikov, ki niso
povezani z kozmeti¢nim izdelkom, Kot je na primer za$¢itna ovojnina. Ce pri Schiilke
Koko testu vzorec ustreza kriteriju A, to pomeni, da tudi po Sestem inokuliranju vzorca
mikrobioloske rasti nismo opazili. Ta izdelek je smatran kot dobro konzerviran,
priporo¢ena mikrobioloska stabilnost za kozmetiéne produkte je 30 mesecev. Pri Ph. Eur.
ucinkovitost konzerviranja kozmeti¢nega izdelka dokazemo s kriterijem A ali B. USP in
ASEAN imata en kriterij kateremu moramo zadostiti za dosego ucinkovitosti konzervansa.
Najbolj striktna kriterija sta pri Schiilke Koko testu in Ph. Eur.. USP se smatra kot §ibki
standard, zahteve so $e nizje kot pri ISO 11930, ki je nov med standardi. Priporo¢ljivo je,

da test opravimo v skladu z eno od metod oblikovano za kozmetiko (55).
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1.6  MIKROBIOLOSKA KAKOVOST NESTERILNIH
FARMACEVTSKIH IZDELKOV

Za dokazovanje mikrobioloSke kakovosti se uporabljata testa iz Evropske farmakopeje: test
na specificne mikroorganizme in test za vrednotenje skupnega Stevila zivih aerobnih
mikroorganizmov, ki smo ga uporabili v raziskavi. Test omogoca kvantitativno Stetje
mezofilnih bakterij in gliv, ki lahko zrastejo pod aerobnimi pogoji. Namenjen je predvsem
ugotavljanju, ali snov oziroma pripravek ustreza navedenim Kkriterijem v skladu z
uveljavljeno specifikacijo za mikrobiolosko kakovost (56).

Poleg dodatka wucinkovitega konzervansa so pomembni dejavniki pri nadzoru
mikrobioloSke rasti v kozmeti¢nih izdelkih tudi proces izdelave, strukturne znacilnosti
sestavin, ovojnina, majhna vodna aktivnost, skrbna izbira oblike emulzije in nizka ali
visoka pH-vrednost. Procesi, kot so asepti¢na priprava izdelka, razkuzevanje opreme,
neokuzene pomozne snovi ter ustrezno obleCeno in usposobljeno osebje, zmanjsajo
moznost okuzbe z mikroorganizmi in morajo biti v skladu z dobro proizvodno prakso
(DPP). DPP je del sistema doseganja kakovosti, ki zagotavlja dosledno izdelan, kontroliran
in varen proizvod, ustrezen za predvideno uporabo. Standardi DPP morajo biti vedno
zagotovljeni med izdelavo kozmeti¢nega izdelka, tudi kadar je uporabljen konzervans. Z
ustreznim pakiranjem in uporabo ovojnine kot so vsebniki na potisk, brezzra¢ne plastenke,
tube za stiskanje ali enoodmernega pakiranja namesto posodic za vefkratno uporabo
poskrbimo za zaS¢ito izdelka pred kontaminacijo. V kozmeticnem izdelku je zaZelena ¢im
manjSa vsebnost vode, ki vpliva na rast mikrobov. Vodna aktivnost opisuje koli¢ino
biolosko razpolozljive vode v njem. Vodno aktivnost dolo¢imo s primerjavo parnega tlaka
farmacevtske oblike in parnega tlaka tekoce vode. Zmanj$amo jo lahko z uporabo snovi, ki
nase vezejo vodo. To so razli¢ni polioli, kot sta sorbitol in glicerol, soli, aminokisline ter
hidrofilni polimeri. Plesni so v primerjavi z bakterijami in kvasovkami bolj tolerantne za
majhno vodno aktivnost. Tudi oblika emulzije vpliva na rast mikroorganizmov, emulzija
voda v olju (V/O) je manj nagnjena k mikrobioloSki okuzbi. Sestavljena je iz vodne
notranje faze, ki jo obdaja zunanja oljna faza, ki zas¢iti izdelek pred mikroorganizmi. pH
vrednost je klju¢ni dejavnik za sposobnost prezivetja mikrobov in vpliva na hitrost njihove
rasti. Vsak mikroorganizem ima optimalni pH za rast. Kvasovke in plesni lazje rastejo v
kislih pogojih kot bakterije, vendar pa obicajno ekstremno kisli ali bazi¢ni pogoji oslabijo

rast mikroorganizmov (23).
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2 NAMEN DELA

Namen nasega raziskovalnega magistrskega dela je v izbrani dermalni emulziji preveriti
ucinkovitost konzerviranja 12 razlicnim sestavinam naravnega izvora, ki izkazujejo

protimikrobno delovanje. Te spojine so:

e dehidroocetna kislina in benzilalkohol v kombinaciji,
e dehidroocetna kislina,

e salicilna kislina,

e levulinska kislina,

e sorbinska kislina,

e glicerilkaprilat,

e janezeva Kislina,

o fenoksietanol,

o filtrat fermenta korenine redkvice,
e Dbenzojska kislina,

e etanol,

e ekstrakt semen grenivke.

Prvi del bo obsegal izdelavo dermalnih emulzij z omenjenimi naravnimi sestavinami v
dveh koncentracijah. Zatem bomo izvedli izzivni preizkus ucinkovitosti konzerviranja po
standardu 1SO 11930 z dvema testnima mikroorganizmoma. Raziskovalno delo je del
obseznega testa na Stirih predpisanih mikroorganizmih, mi pa bomo izvedli preizkus na
plesni A. brasiliensis in bakteriji S. aureus. Rezultate bomo primerjali s Kriteriji,
navedenimi v standardu in ugotovili ucinkovitost sestavin. SoCasno bomo uporabili
Farmakopejski test 2.6.12. Mikrobiolosko testiranje nesterilnih izdelkov: dolocanje Stevila
mikroorganizmov, kjer bomo preverili mikrobiolosko kakovost emulzij ob ¢asu izdelave in

nato $e po dveh mesecih na sobni temperaturi.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SESTAVINE ZA IZDELAVO DERMALNE EMULZIJE

Sestavine, ki smo jih uporabili za izdelavo dermalnih emulzij (glej Preglednico 8).

Preglednica 8: PomozZne sestavine v emulziji

Sestavina/INCI Proizvajalec|Formula Vloga (Coslng) (57)
Karitejevo maslo/ Dagmar [OOSR VlaZenje koze, uravnavanje
Butyrospermum  Parkii| Kohler E*/V\AANW viskoznosti
Butter RARAaeS
Mandljevo olje/ Ljubljanske |Trigliceridi: oleinska Vlazenje koze, uravnavanje
Prunus Amgydalus lekarne kislina (62-86 %) viskoznosti
Dulcis linolna kislina (20-30 %),
palmitinska kislina (4-9 %)
Cetearil alkohol/ Aliacura Cetilalkohol: C;gHs30H Emolient, emulgator,
Cetearyl Alcohol Stearilalkohol: CigHs;OH | stabilizator emulzije,
sredstvo za penjenje in
motnjenje, povrsinsko
aktivna snhov, uravnavanje
viskoznosti
Cetearil glukozid/ Alexmo - Emulgator, povrsinsko
Cetearyl Glucoside cosmetics o o0 aktivna snov
OH
R = Ci6Ha3, C1gHa7
Glicerol, 85%/ Glycerin | Dagmar Vlazilec, maskirno sredstvo,
Kohler ustna nega, zascita koze,

QH

uravnavanje viskoznosti

Ksantan/ Xanthan Gum

Dragonspice

Stabilizator emulzij, tvorilec

Naturwaren P ol gela, vlazilec koze,
o, OH O\\ ) ) .
goor L om L( : uravnavanje viskoznosti
wol
o \7(3 cu(:(:n F
Precis¢ena voda/Aqua | FFA H,O Topilo
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Preglednica 9: Izbrane naravne protimikrobne spojine in sintezni konzervans paraben

Naravni konzervans/INCI Proizvajalec | Formula Najvecja dovoljena
koncentracija
Etanol/ Alcohol Denat. Carlo Erba ni podatka
~OH
Fenoksietanol/ Phenoxyethanol  |Fluka Analytical 1,0 % (22)

o

Benzojska kislina/ Benzoic acid

Caesar & Loretz

0,5 % (proizvajalec)

Salicilna kislina/ Salicylic acid | Kemika o 0,5 % (22)
L
OH
Janezeva kislina/ p-Anisic acid | Aldrich Chemistry 0 0,3 % (proizvajalec)
/©)LOH
H4CO
Levulinska kislina/ Levulinic Sigma-Aldrich o ni podatka
acid Chemie HOJ\W
o]
Sorbinska kislina/ Sorbic acid Caesar & Loretz 0,6 % (22)
(o]
HOJ\/\%CHE
Dehidroocetna kislina/ Sigma-Aldrich 6 0 0,6 % (22)
Chemie

Dehydroacetic acid

Dehidroocetna kislina (DHA) in
benzilalkohol (BA) v razmerju
DHA:BA:voda = 2:22:1/

Manske GmbH

0,8 % (proizvajalec)

Dehydroacetic acid, Benzyl 0 o
Alcohol N

0~ ~OH
Glicerilkaprilat/ Glyceryl Aliacura . 1,0 % (proizvajalec)
Caprylate o~ ”

oro
Filtrat fermenta korenine Alexmo Cosmetics oH 2,0 % (proizvajalec)
redkvice/ Leuconostoc/Radish j o
Root Ferment Filtrate T, i
/ f\/\/ -

\,.

Ekstrakt semen grenivke/Aqua,
Citrus Grandis Seed Extract,
Glycerol

Lekarne Maribor
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Sintezni konzervans/INCI | Proizvajalec Formula Najvedja dovoljena
koncentracija
Metil- in propilparaben v Fagron B.V, 9 0,4 % za posamezen
razmerju 7:3/ Methylparaben, |Caesar &  Loretz HOQ)L o paraben in 0,8% za
Propylparaben GmbH Q/\/\/ zmes parabenov (22)

Za uravnavanje pH v emulzijah smo uporabljali:
- mlec¢no kislino, 90 % (INCI: Lactic Acid) in

- natrijev hidrogenkarbonat, 9 % (INCI: Sodium Bicarbonate).

3.2 KEMIKALIJE IN REAGENTI

3.2.1 MIKROBIOLOSKA KAKOVOST NESTERILNIH FARMACEVTSKIH
IZDELKOV PO TESTU 2.6.12 Ph. Eur. 8.0

e Raztopina natrijevega klorida in peptona, pH 7,0

Sestava:

Kalijev dihidrogen fosfat 3,60
Dinatrijev hidrogen fosfat dihidrat 7,29
Natrijev klorid NaCl 4,3 ¢
Pepton 1049
Precis¢ena voda do 1000 mL

Priprava: Natehtali smo sestavine ter jih raztopili. Pepton vsebuje dusik, ogljik, vitamine
in minerale. Natrijev klorid ohranja osmotsko ravnoteZje, natrijev fosfat ter kalijev fosfat
pa sta pufra. Dodali smo $e povrSinsko aktivno snov oziroma inaktivator protimikrobnih

snovi polisorbat 80. Sterilizirali smo v avtoklavu 15 min pri 121°C in 1 bar nadtlaka.

3.2.2 1ZZIVNI TEST

MIKROORGANIZMA ZA PRIPRAVO INOKULUMA

e BioBall® 1.1x10% A. brasiliensis ATCC 16404, podjetja Biomerieux industry
e BioBall® 1.1x10%S. aureus ATCC 6538, podjetja Biomerieux industry
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Bioball je majhna vodotopna kroglica, ki v liofilizirani obliki vsebuje natan¢no Stevilo
mikroorganizmov. Bioball je skladen s standardom iz Evropske farmakopeje in obenem
primeren za standard 1SO 11930. Z uporabo Bioballa smo si prihranili ¢as v primerjavi s
pripravo tradicionalnih raztopin, saj je enostaven za uporabo, takoj se raztopi in zagotavlja
koncentracijo 10° CFU zivih bakterij. Kroglico smo raztopili v rehidracijski raztopini
BioBall Re-hydration Fluid istega proizvajalca.

e Diluent
Sestava:
Pankreasni hidrolizat kazeina 1g
Natrijev klorid 8,50
Precis¢ena voda do 1000 mL

Priprava: Diluent smo uporabljali za redcenje. Natehtali smo pankreasni hidrolizat
kazeina (Becton, Dickinson and Company) in natrijev klorid (Emsure) ter sestavine ob
segrevanju raztopili v pre¢is¢eni vodi. Ce je bilo potrebno, smo uravnali pH na 7,0 + 0,2.

Raztopino smo 15 min avtoklavirali v ustreznem vsebniku na 121 °C in 1 bar nadtlaka.

e Deaktivator Eugon LT 100 Broth, Biomerieux

Sestava:

Pankreasni hidrolizat kazeina (tryptone) 159
Papai¢ni hidrolizat soje (soy peptone) 590
Natrijev klorid 49
Glukoza 5590
Jaj¢ni lecitin 19
Polisorbat 80 (Tween) 590
Triton X 100® 109
Natrijev sulfit 0,29
L-cistein 0,79
Precis¢ena voda do 1000 mL

Priprava: Pripravljeno mesanico deaktivatorja Eugona LT 100 smo suspendirali v hladni
destilirani vodi, raztopili in sterilizirali v avtoklavu na 121 °C in 1 bar nadtlaka 15 min. To
je medij, ki omogoca rast aerobnih in mikroaerofilnih bakterij, uporablja se kot deaktivator
pri standardu 1SO 11930.
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GOJISCA

Vsa 3 gojiS¢a smo uporabili v obliki praskastih zmesi, kot so navedene spodaj. Prasek za

pripravo gojis¢a smo raztopili v pre¢iséeni vodi in avtoklavirali pri 121 °C, 1 bar nadtlaka

cev v

e Tripti¢ni soja agar (TSA), Biomerieux

Sestava:

Pankreasni hidrolizat kazeina
Papainski hidrolizat soje
Natrijev klorid

Agar

Precis¢ena voda

pH po sterilizaciji je moral biti 7,3 + 0,2.

159
do 1000 mL

e Sabouraudovo gojisce z dekstrozo (SDA), Biomerieux

Sestava:

Pepton A
Pepton B
Glukoza

Agar

PrecisCena voda

59
59
40¢
15¢
do 1000 mL

Dodali smo $e 50 mg/L kromafenikola. pH po sterilizaciji je moral biti 5,6 = 0,2.

o Krompirjev glukozni agar (PDA), Carl Roth

Sestava:

Poparek krompirja
Glukoza

Agar

Precis¢ena voda

pH po sterilizaciji je moral biti 5,6 + 0,2.

49

209

15¢

do 1000 mL
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LABORATORIJSKA OPREMA

- Tehtnica Exacta 610 EB

- Tehtnica Sartorius AX4202

- Analitska tehtnica, Mettler Toledo

- pH meter s stekleno elektrodo — 691 pH Meter Metrohm
- pH listi¢i pH-Fix 0-14 Nacherey-Nagel

- Grelnik Kon¢ar

- Pali¢ni meSalnik Bosch 500 W

- Vodna kopel in ledena kopel

- Patene in pestila

- Vrelnik vode

- ZascCitna mikrobioloska komora LAF

- Elektronski parni avtoklav Kambi¢ A—63 CV
- Elektronski parni avtoklav Systec 2540 EL

- Vrtin¢no mesSalo Vibromix

- Magnetno mesSalo

- Hladilnik (4 °C-8 °C)

- Zmrzovalnik

- Kadicka za segrevanje (60 °C)

- Inkubator WTB Binder

- Avtomatske pipete in nastavki

- Tipsi Biosphere Filter tips 100-1000, 2-200 in 0,1-10mikrol
- Mesalna plos¢a Rotamix 606 MM

Poleg omenjenih aparatur smo uporabljali Se sploSno laboratorijsko opremo: pipete za
enkratno uporabo, merilni valj, ve¢ vrst ¢as, falkonke, laboratorijske steklenice, kapalke,
parafilm, steklovino, ¢olnicke za zatehtanje, spatule, aluminijasto folijo, papirnate brisace.

Za zascito pri delu smo poskrbeli z zas¢itnimi rokavicami in za$¢itno haljo.
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 1ZDELAVA DERMALNE EMULZIJE Z RAZLICNIMI
SESTAVINAMI NARAVNEGA I1ZVORA

Natehtali smo sestavine oljne faze: karitejevo maslo, mandljevo olje in cetearil alkohol ter

jih prenesli v pateno in segrevali na vodni kopeli. V drugi pateni smo pripravili vodno

Vv W

fazo. Natehtali smo cetearil glukozid ter ga raztopili v malo hladne precis¢ene vode. Ko se
je popolnoma raztopil, smo dodali $e preostanek prevrete pre¢iséene vode. Tudi vodno
fazo smo segreli na vodni kopeli. Tako vodno kot oljno fazo smo vmes veckrat premesali
ter se prepricali, da so se vse sestavine dobro raztopile. Ko smo ju segreli na enako
temperaturo, smo oljno fazo zlili v vodno. Nastalo emulzijo smo postavili na ledeno kopel
in jo s palicnim meSalnikom mesali vsaj 2 minuti. Natehtali smo Se glicerol in ksantan, ju
premesali in dodali ohlajeni zdruZeni emulziji vodne in oljne faze. Ce je konzervans topen
v vodi, smo ga dodali ¢isto na koncu, ¢e pa je topen v lipofilni fazi, pa smo ga v oljno fazo
umesali ze na zacetku. Dermalna emulzija je bila koncana, ko je nastala homogena bela
zmes. S pH listi¢i smo izmerili ustreznost pH izdelane emulzije. Ce je bila ta preveé
bazi¢na, nad 6, smo jo uravnali z 90 % mlecno kislino, ¢e je bila preve¢ kisla, pod
vrednostjo 5,5, pa smo dodali nekaj kapljic 9 % natrijevega hidrogenkarbonata in zopet
preverili pH. Emulzijo smo razdelili v sterilne vsebnike in jih hranili v hladilniku. Za vse
emulzije smo uporabili isto sestavo, spreminjali smo le koli¢ino naravnega konzervansa in
posledi¢no koli¢ino prevrete precis¢ene vode. Uporabili smo minimalne dovoljene in
polovi¢ne vrednosti maksimalno (v nadaljevanju velike koncentracije) dovoljenih
koncentracij sestavin, ki so dolo¢ene v Uredbi ali v navedbah proizvajalcev. Izdelali smo
12 emulzij z majhno, 12 z veliko koncentracijo in 4 kontrole. Prva kontrola je bila
dermalna emulzija brez konzervansa, ostale so kombinacija metil in propilparabena (v
razmerju 7:3) v koncentracijah 0,1 %, 0,4 % in 0,8 %. V preglednici 10 so prikazani delezi

uporabljenih sestavin, v prilogi 1 pa se nahajajo natancne recepture vseh izdelanih emulzij.

Preglednica 10: Sestava dermalnih emulzij v 100 g

Karitejevo maslo 2%
OLJINA FAZA Mandljevo olje 11%
Cetearil alkohol 0,5%
Cetearil glukozid 0,8 %
Glicerol 5%
VODNA FAZA
< Ksantan 0,6 %
Voda }
0,
OSTALO Naravni konzervans 80,1%
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4.2 MIKROBIOLOSKA KAKOVOST NESTERILNIH
FARMACEVTSKIH IZDELKOV PO Ph. Eur. TESTU 2.6.12

Dermalne emulzije smo mikrobiolosko vrednotili s testom iz Evropske farmakopeje
2.6.12., ki doloca celokupno Stevilo zivih aerobnih mikroorganizmov in celokupno stevilo
kvasovk in plesni v enem gramu kozmeti¢nega izdelka. Za spremljanje rasti
mikroorganizmov smo izbrali metodo $tetja kolonij v trdnem goji$¢u na petrijevih ploscah.
Farmakopeja predpisuje, da pripravimo 10-kratne redcitve izdelka. Natehtali smo 2 g
vzorca in ga redcili z 2 mL raztopine natrijevega klorida in peptona s pH 7. Tako smo
pripravili 2-kratno red¢enje. Iz raztopine z 2-kratnim red¢enjem smo vzeli 1 mL in red¢ili s
4 mL raztopine natrijevega klorida in peptona s pH 7 ter dobili 10-kratno red¢itev. V
prazno, sterilno petrijevko smo odpipetirali 1 mL vsake red¢itve vzorca. Dodali smo 20
mL utekocCinjenega trdnega gojiSca, ohlajenega na 45 °C, ter vsebino petrijevke s kroznimi
gibi nezno premesali. Metodo umesanja petrijevih plos¢ smo izvedli v dveh paralelah za
vsakega od 28 vzorcev in vsako od obeh redCitev. Za Stetje bakterij smo petrijevke z
gojis¢em TSA po strditvi gojisca inkubirali 5 dni pri 30-35 °C, za Stetje kvasovk in plesni
pa petrijevke z gojis¢em SDA 7 dni pri 20-25 °C. Test smo naredili nekaj dni po izdelavi

emulzij in ga ponovili po 2 mesecih shranjevanja v zaprtem vsebniku na sobni temperaturi.

m | 1. PRIPRAVA VZORCEV —> 10-KRATNO REDCENJE (1ml vzorca + 9ml diluenta), MESANJE ‘

‘ 2. PIPETIRANJE 1 ml VZORCA NA PETRIJEVO PLOSCO [

- MIZ U \1"“ g p \
| 3. DODAJANJE UTEKOCINJENEGA GOJISCA
- -\f | 4.INKUBACUA |
INKUBACIJA 3-5 dni, 30-35 °C INKUBACIJAS 7 dni, 20-25 °C

‘ 5. STETJE MIKROORGANIZMOV !

Slika 11: Prikaz postopka testa po Ph. Eur. 2.6.12 z metodo $tetja kolonij v trdnem gojiscu
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4.3 1ZZIVNI TEST PO STANDARDU ISO 11930
43.1 TESTIRANJE UCINKOVITOSTI DEAKTIVATORJA

Sev A. brasiliensis v obliki Bioballa smo raztopili v 1 mL rehidracijske raztopine in dobili
1,1x108 cfu/mL. Del testnega mikroorganizma smo porabili za izzivni test, iz ostanka pa
smo pripravili ustrezno red¢itveno vrsto do predpisanega inokuluma s koncentracijo

mikroorganizmov 10% cfu/mL.

- Za kontrolo viabilnosti inokuluma ob prisotnosti emulzije smo natehtali 1 g
vzorca kozmeti¢nega izdelka in mu dodali 9 mL deaktivatorja Eugona LT 100. Premesali
smo, da se je vzorec raztopil. Sterilne plasticne vsebnike smo inkubirali na sobni
temperaturi 30 = 15 min. Nato smo testne sterilne plasti¢ne vsebnike inokulirali z 1 mL

pripravljenega inokuluma (Nvf).

- Vzporedno smo pripravili tudi kontrolo viabilnosti inokuluma brez emulzije, tako
da smo 1 g vzorca, nadomestili z 1 mL diluenta. Premesali smo, da se je vzorec raztopil.
Sterilne plasti¢ne vsebnike smo inkubirali na sobni temperaturi 30 = 15 min. Nato smo

testne sterilne plasti¢ne vsebnike inokulirali z 1 mL pripravljenega inokuluma (Nvn).

- Kontrolo stevila viabilnih mikroorganizmov smo pripravili tako, da smo 1 mL

inokuluma dodali 10 mL diluenta in premesali (Nv).

Preglednica 11: Priprava vzorcev za test u¢inkovitosti deaktivatorja

vzorec deaktivator inokulum

Stevilo viabilnih mikroorganizmov v deaktivatorju z 1mL 9mL 1mL 11
dodanim kozmeti¢nim izdelkom, Nvf mL
Stevilo viabilnih mikroorganizmov v deaktivatorju Clj'::int cg;le;liuvator inokulum 11
brez kozmeti¢nega izdelka, Nvn 1mL mL
diluent inokulum 11
Kontrola $tevila viabilnih mikroorganizmov, Nv 10mL / 1mL mL

1 mL vsakega od vzorcev smo v dveh paralelah nanesli na prazno, sterilno petrijevko in
prelili s 15-20 mL gojis¢éa PDA. Inkubirali smo pri 22,5 + 2,5 °C 3 do 5 dni. Test smo
ponovili tudi za S. aureus. Postopek dela je bil identi¢en, razlikoval se je le v tem, da smo
uporabili gojisée TSA in inkubirali pri 32,5 + 2,5 °C 48 ur do 72 ur.
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4.3.2 TESTIRANJE UCINKOVITOSTI KONZERVANSOV

Preizkus smo loceno izvajali najprej za sev A. brasiliensis, nato pa Se za S. aureus.

- PRIPRAVA VZORCEV

V 50 mL sterilne plasticne vsebnike smo natehtali 20 g vsake od 28 testnih emulzij s

sestavinami naravnega izvora.
-  PRIPRAVA INOKULUMA IN INOKULACIJA VZORCEV

Pripravo inokuluma smo si pri nasem delu malce priredili in olajsali, saj nam ni bilo
potrebno pripraviti suspenzije. Naredili smo rahlo modifikacijo postopka in za inokulum

vzeli pripravljene mikroorganizme v obliki Bioballa.

Sev A. brasiliensis v obliki Bioballa smo raztopili v 1,1 mL rehidracijske raztopine ter v
stekleni viali dobili 1,1x10% cfu/mL. Glede na predpis v standardu 1SO 11930 smo
izraCunali $tevilo mikroorganizmov, ki jih moramo dodati testni emulziji, da je
koncentracija v inokuliranem produktu ustrezala pogoju. Pri A. brasiliensis je predpisana
koncentracija med 1x10* cfu/mL in 1x10° cfu/mL. Inokulirali smo 1x10° cfu/mL. 600pl
osnovne raztopine 1,1x10% smo redgili 10-krat s 5400 ul diluenta in dobili 6 mL A.
brasiliensis s koncentracijo 1,1x10" cfu/mL, ki smo jih potrebovali za inokulacijo 28
vzorcev. V vsak vsebnik smo dodali 200 pl te raztopine inokuluma, koncentracija v vzorcu
je bila 1,1x10° cfu/mL.

Sev S. aureus v obliki Bioballa smo raztopili v 1,1 mL rehidracijske raztopine ter v
stekleni viali dobili 1,1x10% cfu/mL. Predpisana koncentracija je med 1x10° in 1x10°
cfu/mL. Ker dodajamo 100-krat manj$o koncentracijo, potrebujemo med 1x10” in 1x10°
cfu/mL. 960 ul osnovne raztopine 1,1x10% cfu/mL smo redgili z 8640 pl diluenta in dobili
9,6 mL S. aureus z 1,6x10" cfu/mL. V vsak vsebnik smo dodali 200 pl te raztopine
inokuluma, koncentracija v vzorcu je bila 1,6x10° cfu/mL.

Vsebnike z inokulumom smo dobro premesali, da smo dosegli homogeno vmeSanje v

izdelek.
- INKUBACIJA IN VZORCENJE

Sterilne vsebnike z inokulirano emulzijo smo zaprte in zascitene pred svetlobo inkubirali
pri 22,5 £ 2,5 °C. Le-te smo nato po predpisu standarda 1SO 11930 vzor¢ili v doloc¢enih
intervalih, v 7 dneh (T7), 14 dneh (Ty) in 28 dneh (T2s). Vzeli smo 1 g inokulirane
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emulzije, dodali 9 mL deaktivatorja, premesali do homogene zmesi in jo pustili stati na
sobni temperaturi (30 = 15 min). Da smo na petrijevkah dobili ustrezno §tevilo CFU, smo
naredili ustrezne redCitve v deaktivatorju in diluentu glede na dolocitev uéinkovitosti
deaktivatorja. V kasnejSih Casovnih intervalih smo prilagajali red¢enje glede na rast
mikroorganizmov. 1 mL ustrezne red¢itve nasSe testne emulzije smo odpipetirali na sterilne
petrijevke in nalili 20 mL gojisca. Gojis¢a smo avtoklavirali in pustili na vodni kopeli, da
so ostala tekoca. Temperatura gojis¢a je bila pod 48 °C, saj se je pod 40 °C gojisée zacelo
strjevati, nad 50 °C pa bi lahko priS§lo do uni¢enja mikroorganizmov. Emulzijo smo s
kroznimi gibi pazljivo zmesali z gojis¢em ter pustili, da se ohladi. Vsako red¢itev smo

nanesli na gojisce v dveh paralelah.

Petrijevke inkubiramo pri
e Aspergillus brasiliensis (22,5 =2,5) °C 3 do 5 dni. Uporabili smo gojis¢e PDA;
e Staphylococcus aureus (32,5 £ 2,5) °C 48 do 72 ur. Uporabili smo gojis¢e TSA.

- DOLOCANIJE STEVILA VIABILNIH MIKROORGANIZMOV

Po inkubaciji smo presteli Stevilo prezivelih CFU na petrijevkah in izra¢unali zmanjSanje
logaritemske vrednosti za vsak mikroorganizem posebej. Po standardu ISO 11930 mora na
ploséi zrasti med 15 do 150 kolonij pri A. brasiliensis ter med 30 in 300 kolonij za S.
aureus. Z ocenjevalnim kriterijem za test u¢inkovitosti konzervansov standarda 1SO 11930

smo dolo¢ili ustreznost konzervansov.

‘ 1 ) Priprava vzorcev in priprava inokuluma

3 q
Inkubacija inokuliranih 4
kozmeticnih izdelkov \/ L. L
Inokulacija Vzorcenje v doloéenih
VZOrCev s i > intervalih:
i T7! Tl4! TZS
testnim

6
@
Ustrezno redéenie Nanos na gojisce

Inkubacija in doloéanje
— — stevila viabilnih MO —
- - ratunanje zmanjsanja

&
aigigin ~ p—— logaritemske vrednosti:
m l' —.: ..‘/ Rx - logNO - long

Slika 12: Prikaz postopka izzivnega preizkusa
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 MIKROBIOLOSKA KAKOVOST NESTERILNIH
FARMACEVTSKIH IZDELKOV PO TESTU 2.6.12 Ph. Eur. 8.0

Mikrobiolosko kakovost nesterilnih izdelkov smo izvajali v skladu z metodami, opisanimi
v poglavjih 2.6.12. trenutno veljavne Evropske Farmakopeje 8.0. Skupno Stevilo aerobnih
mikroorganizmov na mL izdelka (total aerobic microbial count — TAMC) dolo¢imo na
trdnem goji§éu TSA iz povpreénega stevila kolonij na dveh paralelnih petrijevkah. Ce so
prisotne tudi kolonije kvasovk in plesni, jih pristejemo k TAMC. Skupno Stevilo kvasovk
in plesni na mL izdelka (total yeast/moulds count — TYMC) dolo¢imo na gojis¢u SDA iz
povpreénega Stevila kolonij na dveh paralelnih petrijevkah. Ce so prisotne kolonije
bakterij, jih pristejemo k TYMC.

V prejsnjih izdajah Evropske farmakopeje je bil ta test nekoliko drugacen, rezultat testa je
temeljil na vsoti povpre¢nega Stevila kolonij na dveh paralelnih plos¢ah gojis¢a TSA in
povprecnega Stevila kolonij na dveh paralelnih plos¢ah gojis¢a SDA. Tudi Kriterij
sprejemljivosti za mikrobiolosko kakovost nesterilnih v vodi topnih izdelkov za dermalno
uporabo je bil drugacen, in sicer seStevek iz obeh gojis¢ ni smel prese¢i najvecjega
sprejemljivega Stevila 500 cfu/g ali cfu/mL.

Novi predpis lo¢eno obravnava bakterije in glive. Kriterija sprejemljivosti za
mikrobiolosko kakovost nesterilnih v vodi topnih izdelkov za dermalno uporabo:

TAMC 10% CFU: najvegje sprejemljivo Stevilo = 200 cfu/g ali cfu/mL,

TYMC 10* CFU: najvegje sprejemljivo tevilo = 20 cfu/g ali cfu/mL.

V preglednici 12 je podana ocena skupnega $tevila viabilnih mikroogranizmov (TAMC in
TYMC) v 1 mL emulzije ob ¢asu, ko je bil dermalni pripravek narejen (To) in po 2 mesecih
shranjevanja (Tames). V prilogi 2 je podana tabela, ki prikazuje natan¢no Stevilo kolonij, ki
predpisuje pripravo 10-kratnega red¢enja, glede na pri¢akovano rast mikroorganizmov pa
lahko uporabimo tudi drugaéne redc¢itve (56). Predvidevali smo, da bo zraslo malo

mikroorganizmov, zato smo najprej redcili 2-kratno.
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Preglednica 12: Ocena skupnega $tevila viabilnih mikroorganizmov v 1 mL emulzije ob ¢asu izdelave in po 2
mesecih

TO T2mes
TAMC TYMC [ TAMC TYMC
KONZERVANS (cfu/mL)  (cfu/mL) | (cfu/mL) (cfu/mL)

o

0

o

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE 0
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE

0,13 % BENZOJSKA K.

0,25 % BENZOJSKA K.

0,3 % GLICERILKAPRILAT

0,5 % GLICERILKAPRILAT

14 % ETANOL

17 % ETANOL

0,15 % SORBINSKA K.

0,13 % SALICILNA K.

0,25 % SALICILNA K.

0,2 % LEVULINSKA K.

0
0
0
0
1
0
0
1
0,3 % SORBINSKA K. 0
0
0
0
0,25 % LEVULINSKA K. 5
0,25 % FENOKSIETANOL 0
0,5 % FENOKSIETANOL 5
0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL 5
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL 25
0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE 0
0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE 0
0,05 % JANEZEVA K. 5
0,15 % JANEZEVA K. 0
0,15 % DEHIDROOCETNA K. 0
0,3 % DEHIDROOCETNA K. 30
0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN 0
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN 0

0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN 0

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o o
OO O O O 0o O O O O O P Pk O Ul O O O O 0ol O O O O o o o o

oo O O 01 O O O O U1 o o U1 U1 o o

BREZ KONZERVANSA 10
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Vse vrednosti ustrezajo farmakopejskemu predpisu, TAMC ne sme preseci 200, TYMC pa
20 cfu/g ali mL. Takoj po izdelavi smo dolo¢ili od 1-5 aerobnih mikroorganizmov v
kozmeti¢nih izdelkih, ki so vsebovali 0,5-odstotni glicerilkaprilat, 0,15-odstotno sorbinsko
kislino, 0,25-odstotno levulinsko kislino (slika 13), 0,5-odstotni fenokisetanol, 0,2-
odstotno kombinacijo dehidroocetne kisline in benzilalkohola in 0,05-odstotno janezevo
kislino. Od 10-30 aerobnih organizmov na mL izdelka smo dolo¢ili v izdelkih z 0,4-
odstotno vsebnostjo kombinacije dehidroocetne kisline in benzilalkohola, 0,3-odstotno
dehidroocetno kislino ter emulziji brez konzervansa. Po shranjevanju na sobni temperaturi
po 2 mesecih smo dolo¢ili 5—10 aerobnih mikroorganizmov v emulzijah s 0,3-odstotnim
glicerilkaprilatom, 14-odstotnim etanolom, 0,3-odstotno sorbinsko kislino, 0,5-odstotnim
fenoksietanolom, 0,2-odstotno dehidroocetno kislino in benzilalkoholu, 0,5-odstotnim
filtratom fermenta korenine redkvice, 0,8-odstotnim parabenom ter emulziji brez
konzervansa. Porast smo opazili po 2 mesecih pri izdelkih z 0,25-odstotno salicilno kislino
in 0,2-odstotno levulinsko kislino. Koncentracija aerobnih mikroorganizmov je bila 20
cfu/mL v izdelku z 0,2-odstotno levulinsko kislino in 90 cfu/mL v izdelku z 0,25-odstotno
salicilno Kislino. Na splosno je bila koncentracija aerobnih mikroorganizmov (TAMC) v
vseh izdelkih nizka in tudi izdelka, pri katerih se je koncentracija po dveh mesecih
povecala, ustrezata kriteriju sprejemljivosti. Pri dolo¢anju TYMC na gojis¢u SDA ob casu
0 ni zrasla niti ena kolonijska enota, po 2 mesecih na sobni temperaturi pa je bilo 1-5
kvasovk in plesni na mL izdelka v emulzijah, ki so vsebovale 0,3-odstotno sorbinsko
kislino, 0,25-odstotni fenoksietanol (slika 14), vi§jo in niZjo koncentracijo zmesi
dehidroocetne kisline in benzilalkohola ter 0,3-odstotno dehidroocetno kislino. Iz
rezultatov je razvidno, da se Stevilo plesni in kvasovk po shranjevanju po 2 mesecih ni

povecalo. Organolepticnih sprememb po 2 mesecih v emulzijah nismo opazili.

Slika 13: VVzorec z veliko vsebnostjo Slika 14: VVzorec z majhno vsebnostjo
levulinske Kkisline ob ¢asu T fenoksietanola ob ¢asu Topes
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Mikrobioloska kontrola farmacevtskih izdelkov je v farmacevtski industriji pomemben del
zagotavljanja kakovosti (58). Kljub temu, da priprava emulzij ni potekala v asepti¢nih
pogojih, smo pazili, da smo v izdelek vnesli ¢im manjSe Stevilo mikroorganizmov. Z
doslednim izvajanjem DPP smo se trudili prepreciti mikrobno kontaminacijo v emulzijah.
Za izdelavo nasih emulzij smo uporabili vodo, precis¢eno z reverzno osmozo, ki smo jo Se
dodatno prekuhali. Tehtanje vzorcev smo izvajali na pultu, red¢enje in pripravo gojis¢ pa v
komori z laminarnim pretokom zraka. Pri izdelkih z 0,25-odstotno salicilno kislino in 0,2-
odstotno levulinsko Kkislino se pojavi rahlo poveCanje Stevila mikroorganizmov.
Najverjetneje so mikroorganizmi bili prisotni v spojinah samih in smo jih vnesli ob
dodatku spojin. Spojine pridobljene z izolacijo iz bioloskih materialov so problemati¢ne iz
vidika samega izvora, nadina pridobivanja in pogojev shranjevanja. Se pred izdelavo
kozmeti¢nih izdelkov je smiselno preveriti mikrobiolosko kakovost surovin (58) in se s
tem izogniti nezazelenemu vnosu v izdelek.

Glede na majhno koncentracijo mikroorganizmov v vseh vzorcih, ki ni presegla
predpisanih, lahko zaklju¢imo, da je bil potek in nacin izdelave v skladu z DPP. S

testiranjem mikrobioloSke kakovosti smo dokazali kvalitetno izdelavo emulzij.

5.2 1ZZIVNI TEST PO STANDARDU ISO 11930
5.2.1 TESTIRANJE UCINKOVITOSTI DEAKTIVATORJA

Test, ki ugotavlja ucinkovitost deaktivacije konzervansa s predpisanim deaktivatorjem
Eugon LT 100, smo naredili za vsak izdelek z vecjo koncentracijo konzervansa ob
predpostavki, da ugotovljena ucinkovitost za velike koncentracije velja tudi za majhne.
Primernost in udinkovitost deaktivatorja smo dokazovali loCeno za dva testna
mikroorganizma, A. brasiliensis in S. aureus. Deaktivator, ki ga predpisuje standard 1SO
11930, je Eugon LT 100. Po predpisu ISO 11930 je deaktivator u¢inkovit, ¢e se Stevilo v
inokulumu prisotnih viabilnih mikroorganizmov po 30 do 45 minutah inkubacije v
deaktivatorju z dodanim kozmeti¢nim izdelkom (Nvf) ni zmanjSalo za ve¢ kot pol v
primerjavi s S$tevilom viabilnih mikroorganizmov v deaktivatorju brez kozmeti¢nega
izdelka (Nvn), le-ta pa se ne razlikuje od kontrolnega Stevila viabilnih mikroorganizmov
(Nv), ki smo ga pripravili v diluentu. Stevilo viabilnih mikrooganizmov smo izradunali iz
Nv in Nvn smo dolo¢ili iz povprecnega Stevila kolonij na Stirth paralelnih petrijevkah.

Podatki so prikazani v preglednici 13.
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Preglednica 13: Rezultati kontrole u¢inkovitosti deaktivatorja

Aspergillus brasiliensis

Stevilo

viabilnih  viabilnih

Stevilo

povp. §t.

viabilnih

Staphylococcus aureus

Stevilo

Stevilo

povp. it.

viabilnih  viabilnih viabilnih

MOvmL MOvmL MOvmL MOvmL MOvmL MOvmL

KONZERVANS
1. plos¢a 2. plosca 1. plos¢a 2. plosca

EKSTRAKT SEMEN

103 109 106 +3 0 0 0
GRENIVKE
BENZOJSKA K. 106 105 105,5+0,5 45 45 45+0
GLICERILKAPRILAT 113 113 113+0 34 33 33,5+0,5
ETANOL 120 115 1175+ 2,5 46 48 47+1
SORBINSKA K. 105 120 1125+ 7,5 42 33 375+45
SALICILNA K. 112 120 116 +4 35 33 34+1
LEVULINSKA K. 130 106 118 +12 31 33 32+1
FENOKISETANOL 108 104 106 + 2 47 36 415+55
DEHIDROOCETNA K. IN

111 107 109 +2 41 42 415+0,5
BENZILALKOHOL
FILTRAT FERMENTA

107 106 106,5+0,5 0 0 0
KORENINE REDKVICE
JANEZEVA K. 94 90 92+2 37 33 35+2
DEHIDROOCETNA K. 83 81 82+1 39 40 39,5+0,5
0,8 % METIL- IN

100 102 101+1 30 27 285=+15
PROPILPARABEN
Nvn; 66 76 36 29 38,5+

74,75+ 5,45
Nvn, 76 81 47 42 6,73
Nv; 89 86 42 40
85,75+ 2,49 36,5+5,0

Nv, 82 86 29 35

MO ... mikroorganizem

Nvf ... stevilo viabilnih MO v deaktivatorju z dodanim kozmeti¢nim izdelkom

Nvn ... $tevilo viabilnih MO v deaktivatorju brez kozmeti¢nega izdelka

Nv ... kontrola stevila viabilnih mikroorganizmov

Stevilo mikroorganizmov v inokulumu (Nv), ki smo ga inkubirali v diluentu, in inokulumu

v deaktivatorju brez kozmeti¢nega izdelka (Nvn) je pri A. brasiliensis priblizno enako,
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74,75 in 85,75 cfu v mL. Nvf je v vseh kozmeti¢nih izdelkih z razlicnimi konzervansi ve¢ji
od polovi¢ne vrednosti Nvn. Pri A. brasiliensis smo dokazali ucinkovitost deaktivacije
desetkrat red¢enih izdelkov z razli¢nimi konzervansi, saj vrednosti ustrezajo standardu I1SO
11930.

Ugotovili smo, da deaktivator Eugon LT100 ni bil dovolj u¢inkovit pri deaktivaciji
protimikrobnega delovanja izvlecka semen grenivke in filtrata fermenta korenine redkvice
na S. aureus. V takih primerih standard 1SO 11930 predpisuje zamenjavo deaktivatorja ali
pa nadaljnje redcenje vzorca v deaktivatorju namesto v diluentu. Pri vseh ostalih
konzervansih smo dokazali ucinkovitost deaktivacije protimkrobnega delovanja, saj so
vrednosti Nvf povsod vecje od poloviéne vrednosti Nvn. Vrednosti Nv in Nvn pa sta prav
tako podobni, 38,5 in 36,5. Dokazali smo, da je Eugon LT 100 sposoben deaktivirati
protimikrobno delovanje razli¢nih spojin na S.aureus v nasih emulzijah.

Pokazali smo tudi, da deaktivator sam po sebi ne vpliva na rast mikroorganizmov S. aureus
in A. brasiliensis. Pri vseh nadaljnjih testih izdelkov z ekstraktom semen grenivke in
filtratom fermenta korenine redkvice smo naredili dodatno 10-kratno redCitev v

deaktivatorju.

5.2.2 TESTIRANJE UCINKOVITOSTI KONZERVANSOV

Po sedmih (T5), Stirinajstih (T14) in osemindvajsetih (T,g) dneh smo iz inokuliranih emulzij
odvzeli 1 g vzorca in v njem dolocili koncentracijo mikroorganizmov. Pripravili smo
ustrezne redCitve vzorcev glede na Kkriterije standarda in pri¢akovan upad
mikroorganizmov. Z upoStevanjem redéenja in povprecnega Stevila kolonij na obeh

.....

izracunali logaritemsko zmanj$anje mikroorganizmov po enacbi:

Ry =logN, — logN,
Enacba 1: Izra¢un logaritemskega zmanj$anja mikroorganizmov

cfu

Ny ... koncentracija inokuliranih mikroorganizmov v emulzijo ob ¢asu T, | 7
m

]

Ny ... koncentracija prezivelih mikroorganizmov v inokulirani emulziji ob ¢asu Ty
[cfu/mL]

Ry ...logaritemsko zmanjSanje koncentracije kolonij ob ¢asu Ty
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V preglednici 14 so podani kriteriji standarda 1SO 11930, v preglednicah 15 in 16 pa
logaritemsko zmanjSanje koncentracije mikroorganizmov Vv testiranih kozmeti¢nih
izdelkih. Prilogi 3 in 4 prikazujeta povpre¢no Stevilo prezivelih kolonij A. brasiliensis in S.
Podatki izratunov zmanjsanja logaritemske vrednosti so podani v prilogi 5. Konzervans je
ucinkovit, ¢e se Stevilo mikroorganizmov med preizkusom znacilno zmanjSa ali se ne
poveda. Opredeljena sta kriterija A in B. Ce je vzorec na koncu izzivnega testa v skladu s
kriterijem A, kozmeti¢ni izdelek Stejemo za zasCitenega proti mikrobioloskemu kvarjenju.
Kriterij B je manj strog kot kriterij A in ga uporabljamo le, kadar obstajajo drugi dejavniki,
ki niso povezani z emulzijo, kot so znacilnosti zasCitne ovojnine, ki lahko zmanjSajo

moznost kontaminacije z mikroorganizmi (54).

Preglednica 14: Kriteriji standarda 1SO 11930 za A.brasiliensis in S. aureus

Mikroorganizem Aspergillus brasiliensis

Inkubacijski Cas R~ Ri4 Rog

Kriterij A / >0° >1

Kriterij B / >0 >0 in NP

Mikroorganizem Staphylococcus aureus

Inkubacijski Cas R~ Ri4 Rog

Kriterij A >3 >3 in NP° >3 in NP

Kriterij B Ne izveden >3 >3 in NP
Zmanjsanje logaritemske vrednosti®: Ry = logNg — logNx
a V tem testu je sprejeto obmocje odstopanja 0,5 log
b NP: ni povecanja v Stetju od prejSnje ¢asovne tocke

c Rx=0 ko je logNo= logNx

A. brasiliensis: Da izdelek ustreza zahtevam, navedenim v prilogi B standarda 1SO 11930,
po 14 dneh ne sme priti do povecanja Stevila mikroorganizmov glede na ¢asovno tocko T,
po 28 dneh pa mora priti do upada stevila mikroorganizmov za 1 logaritemsko enoto.
Kriteriju B emulzija ustreza, ¢e po 14 dneh ni povecanja stevila mikroorganizmov glede na
casovno tocko Ty in po 28 dneh ni rasti mikroorganizmov glede na prejsnjo c¢asovno tocko.

S. aureus: Stevilo mikroorganizmov se mora zmanjsati za vsaj 3 logaritemske enote, po 14
in 28 dneh mora biti dosezen Se en kriterij, ne sme priti do povecanja Stevila glede na
prejsnje stetje. 1zdelek izpolnjuje kriterij B, ce je po 14 dneh zmanjsanje Stevila za vsaj 3
logaritemske enote in po 28 dneh ni povecanja stevila mikroorganizmov glede na prejsnje
Stetje ter je zmanjsanje mikroorganizmov 3 logaritemske enote.
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Preglednica 15: Rezultati izzivnega testa z A. brasiliensis za kozmeti¢ne izdelke z razli¢nimi konzervansi

KONCENTRACIJA

Zmanjsanje logaritemske vrednosti USTREZNOST

KONZERVANSA R; R B KRITERIJA
0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE >0 >0 >1 Kriterij A
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE >0 >0 >1 Kriterij A
0,13 % BENZOJSKA K. >0 >0 >1 Kriterij A
0,25 % BENZOJSKA K. >0 >0 >1 Kriterij A
0,3 % GLICERILKAPRILAT >0 >0 >1 Kriterij A
0,5 % GLICERILKAPRILAT >0 >0 >1 Kriterij A
14 % ETANOL >0 >0 >1 Kriterij A
17 % ETANOL >0 >0 >1 Kriterij A
0,15 % SORBINSKA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,3 % SORBINSKA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,13 % SALICILNA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,25 % SALICILNA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,2 % LEVULINSKA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,25 % LEVULINSKA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,25 % FENOKSIETANOL > >0 > 1 Kriterij A
0,5 % FENOKSIETANOL > >0 > 1 Kriterij A
0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN o
BENZILALKOHOL >0 >0 >1 Kriterij A
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN

>0 >0 0,6° Kriterij A
BENZILALKOHOL
0,1 % FILTRAT FERMENTA o

KORENINE REDKVICE =0 =0 =1 Kriteri) A
0,5 % FILTRAT FERMENTA o
KORENINE REDKVICE =0 =0 =1 Kriteri) A
0,05 % JANEZEVA K. > >0 >1 Kriterij A
0,15 % JANEZEVA K. > >0 >1 Kriterij A
0,15 % DEHIDROOCETNA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,3 % DEHIDROOCETNA K. > >0 > 1 Kriterij A
0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN > > >1 Kriterij A
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN > > >1 Kriterij A
0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN > >0 >1 Kriterij A
BREZ KONZERVANSA >0 >0 >1 Kriterij A

a-vrednosti, kjer smo upostevali 0,5 logaritemsko odstopanje
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Preglednica 16: Rezultati izzivnega testa s S. aureus za kozmeti¢ne izdelke z razliénimi konzervansi

KONCENTRACIJA

ZmanjSanje logaritemske vrednosti STREZNOST

KONZERVANSA R, Ry Ros KRITERIJA
0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,13 % BENZOJSKA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,25 % BENZOJSKA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,3 % GLICERILKAPRILAT >3 >3inNP  >3in NP Kriterij A
0,5 % GLICERILKAPRILAT >3 >3inNP  >3in NP Kriterij A
14 % ETANOL >3 >3inNP  >3in NP Kriterij A
17 % ETANOL >3 >3inNP  >3in NP Kriterij A
0,15 % SORBINSKA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,3 % SORBINSKA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,13 % SALICILNA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,25 % SALICILNA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,2 % LEVULINSKA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,25 % LEVULINSKA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,25 % FENOKSIETANOL >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,5 % FENOKSIETANOL >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN o
BENZILALKOHOL >3 >3 in NP >3 in NP Kriterij A
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN o
BENZILALKOHOL >3 >3 in NP >3 in NP Kriterij A
0,1 % FILTRAT FERMENTA o
KORENINE REDKVICE >3 >3 in NP >3 in NP Kriterij A
0,5 % FILTRAT FERMENTA o
KORENINE REDKVICE >3 >3 in NP >3 in NP Kriterij A
0,05 % JANEZEVA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,15 % JANEZEVA K. >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,15 % DEHIDROOCETNA K. >3 >3 in NP >3 in NP Kriterij A
0,3 % DEHIDROOCETNA K. >3 >3 in NP >3 in NP Kriterij A
0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN >3 >3 in NP >3in NP Kriterij A
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
BREZ KONZERVANSA >3 >3inNP  >3inNP Kriterij A
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Raziskovali smo, ¢e so uporabljene naravne spojine ucinkovite pri konzerviranju nase
izdelane emulzije. Izzivni preizkus smo izvedli s S. aureus in A. brasiliensis. V prilogi 6 so
zbrani podatki o Stevilo kolonijskih enot v 1 mL kozmeti¢nega izdelka, ki smo ga ocenili iz
Stetja kolonij na petrijevkah 7, 14 in 28 dni po inokulaciji.

Vsi izdelki z razlicnimi konzervansi, ne glede na to ali so vsebovali ve¢jo ali manjSo
koncentracijo, so v izzivnem testu z A. brasiliensis po standardu ISO 11930 ustrezali
kriteriju A. Kriteriju A je ustrezal tudi izdelek, kateremu konzervansa nismo dodali. Po 7
dneh inkubacije vzorca emulzije brez konzervansa, ki je bil inokuliran s sevom A.
brasiliensis, smo dolo¢ili 6250 cfu/mL. V 28 dneh je viden padec mikroorganizmov na
1000 cfu/mL. Tabela s podatki o stevilu kolonijskih enot v 1 mL kozmeti¢nega izdelka, ki
smo ga ocenili iz Stetja kolonij na petrijevkah ob razlicnih tockah se nahaja v prilogi 6.
Podrobna primerjava $tevila prezivelih mikroorganizmov sedem dni po inokulaciji razkrije
posamezne razlike. Najvecji padec mikroorganizmov v prvih 7 dneh je viden pri obeh
koncentracijah benzojske kisline, etanola, sorbinske, salicilne kisline in dehidroocetne
kisline ter 0,5-odstotnem ekstraktu semen grenivke in 0,2-odstotni levulinski kislini. V 1
mL izdelka je ostalo le ¢ med 0 in 500 viabilnih mikroorganizmov. Med 500 in 5000
cfu/mL jih je prezivelo v izdelkih, ki so vsebovali 0,1-odstotni ekstrakt semen grenivke,
0,3-odstotno in 0,5-odstotno vsebnost glicerilkaprilata, 0,1-odstotni in 0,5-odstotni filtrat
fermenta korenine redkvice ter janezevo Kislino v obeh koncentracijah, 0,05-odstotni in
0,15-odstotni. Najvecje stevilo nad 5000 cfu/mL in s tem najmansi upad mikroorganizmov,
je bil opazen pri emulzijah z 0,25-odstotno levulinsko kislino, 0,25-odstotno in 0,5-
odstotno vsebnostjo fenoksietanola ter 0,2-odstotni in 0,4-odstotni kombinaciji
dehidroocetne kisline in benzilalkohola. Stevilo mikroorganizmov v izdelkih se je po 14 in
28 dneh zmanjSevalo, kar kaze na ucinkovitost konzervansov. Prav tako so ucinkovitost
izkazali parabeni, ki so predstavljali pozitivno kontrolo. Sedem dni po inokulaciji je
najvecji padec mikroorganizmov viden pri vecji, 0,8-odstotni koncentraciji metil- in
propilparabena. Pri vseh kozmeti¢nih izdelkih z razli¢nimi konzervansi je koncentracija A.
brasiliensis upadla za ve¢ kot 1 logaritemsko enoto razen pri 0,4-odstotni zmesi
dehidroocetne kisline in benzilalkohola. Tam smo po 28 dneh dolo¢ili stevilo R 0,6.
Pricakovali bi, da bo ve€ja koncentracija dehidroocetne kisline in benzilalkohola ustrezno
zasc¢itila emulzije (slika 15). Najverjetneje je pri tehtanju ali oznacevanju prislo do
zamenjave falkonk med vecjo in manjSo koncentracijo te zmesi in je koli¢ina

mikrooganizmov manj upadala pri manjsi koncentraciji te zmesi. Z upostevanjem 0,5-
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logaritemskega odstopanja, ki ga dovoljuje standard, je tudi ta izdelek prestal izzivni test z
A. brasiliensis in zadostil pogojem kriterija A. Kontrole smo shranjevali v enakih

razmerah kot testne emulzije.

e Tammme——y /)
Slika 15: Vzorec dehidroocetne kisline in Slika 16: Kolonijska enota S.aureus na plos¢i
benzilalkohola v kombinaciji ob ¢asu T vzorca levulinske kisline v visoki koncentraciji

Izzivni test smo za bakterijo S. aureus ponovili, saj so v enem izmed prej$njih testiranj

ugotovili, da je bila uporabljena voda, ki je sicer prihajala iz sistema za deionizacijo z

reverzno osmozo, mo¢no mikrobiolosko kontaminirana. Posebej pozorni smo bili na

dodatek vode ustrezne kakovosti, emulzije smo izdelali s precis¢eno vodo, ki smo jo
dodatno prevreli. Pri izvajanju izzivnega testa smo v predpisanih ¢asovnih toc¢kah dolocali

Stevilo mikroorganizmov S $tetjem v trdnem gojiScu. Vendar je bila koncentracija viabilnih

S. aureus tako nizka, da je na plos¢ah zraslo manj kot 30 kolonij, kar je predpisana spodnja

meja, ki jo upostevamo pri dolo¢anju koncentracije mikroorganizmov v izdelku. Slika 16

prikazuje vzorec emulzije, ki je vsebovala levulinsko kislino v visoki koncentraciji.

Vidimo, da je na plos¢i zrasla le ena kolonija. Koncentracija S. aureus je bila po sedmih

dneh po inokulaciji v vseh emulzijah z razli¢nimi konzervansi manj$a od 15 cfu/mL. V

rezultatih priloge 6 lahko opazimo velik padec koncentracije mikroorganizmov po sedmih

dneh, ki je bil viden pri vseh vzorcih pri izzivnem testu z bakterijo S. aureus. V preglednici
pri razli¢nih red¢itvah in razli¢nih Casovnih tockah izzivnega testa. Kriterijem testa je
ustrezala tudi kontrola, ki ni vsebovala konzervansa. Vzrok zato, bi lahko bilo delno

protimikrobno delovanje samega kozmeti¢nega izdelka. V literaturi smo nasli podatke o

protimikrobni aktivnosti dveh sestavin nase emulzije. Karitejevo maslo kaze protimikrobno

aktivnost proti sevu S. aureus (59). Nasli pa smo tudi nekaj let staro raziskavo, ki kaze, da
glicerol deluje protimikrobno v ve¢ koncentracijah proti mikroorganizmom: S. aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli in Salmomella typhirurium (60).
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Preglednica 17: Ustreznost Kkriterijev standarda 1SO 11930 za vse predpisane mikroorganizme

PREDPISAN
MIKROORGANIZEM

KONZERVANS

0,2 % LEVULINSKA K.
0,25 % LEVULINSKA K.

0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE
0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE
0,25 % FENOKSIETANOL

0,5 % FENOKSIETANOL

0,13 % BENZOJSKA K.

0,25 % BENZOJSKA K.

0,15 % SORBINSKA K.

0,3 % SORBINSKA K.

0,13 % SALICILNA K.

0,25 % SALICILNA K.

0,05 % JANEZEVA K.

0,15 % JANEZEVA K.

0,15 % DEHIDROOCETNA K.

0,3 % DEHIDROOCETNA K.

0,3 % GLICERILKAPRILAT

0,5 % GLICERILKAPRILAT

14 % ETANOL

17 % ETANOL

0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL
0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN
0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN
BREZ KONZERVANSA

*yrednost, kjer smo upostevali 0,5 logaritemsko odstopanje
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Iz preglednic 15 in 16 je razvidno, da kar zadeva rezultate mikroorganizmov S. aureus in
A. brasiliensis, ki smo jih preiskovali z izzivnim testom, vse naravne spojine ustrezajo
kriteriju A. Samo s temi podatki jih ne moremo ovrednotiti in primerjati glede na
uc¢inkovitost. Test je potrebno narediti tudi z ostalimi mikroorganizmi, ki so predpisani za
kozmeti¢ne izdelke po standardu 1ISO 11930. Izzivni test obsega Se dva mikrooorganizma,
ki sta Candida albicans in Pseudomonas aeruginosa (54). Preglednica 17 prikazuje zbrane
rezultate vseh Stirih mikroorganizmov. Testi in natancnejSi rezultati so opisani Vv
diplomskih nalogah Mase Moc¢nik Roner (Candida albicans) in Aleksandre Bobnar
(Pseudomonas aeruginosa).

Levulinska kislina in filtrat fermenta korenine redkvice in izkazeta najslabso zascito, saj ne
ustrezata v nobeni izmed koncentracij. Filtrat korenine redkvice smo dodali po ohlajanju
emulzije, saj je stabilen v pH obmocju od 4—6 in pod 70 °C (50). Ekstrakt semen grenivke
v manj$i 0,1-odstotni koncentraciji ne prestane izzivnega testa s C. albicans. Torej ne
zagotavlja zascite pred kvasovkami kozmeti¢nim izdelkom z veliko vsebnostjo vode, kot je
emulzija, ki smo jo uporabili. Kriterijem pa ustreza v vecji 0,5-odstotni koncentraciji. Tak
rezultat je pricakovan, saj ta spojina Se ni registrirana kot konzervans in je potrebno
najmanjSe u¢inkovite koncentracije Se dolociti. Ekstrakt semen grenivke je ob prihodu na
trzisCe obetal veliko, dvom o sestavinah naravnega pa se je zacel porajati, ko so v izdelkih
nasli sledi sinteznih snovi, kot so benzalkonijev in benzetonijev klorid, estri 4-
hidroksibenzojske Kisline ter benzojske in salicilne kisline. Ugotovili so, da je najverjetneje
ravno postopek izdelave ta, ki spremeni naravno prisotne polifenolne sestavine v kvartarne
spojine, ki imajo protimikrobno delovanje, saj so te lastnosti izrazene le ob prisotnosti
ostankov topil in drugih konzervansov (52). Prav tako v man;jsi 0,25-odstotni koncentraciji
ne zaSCiti emulzij fenoksietanol. V 0,5-odstotni koncentraciji se bolje izkaze, pri
mikroorganizmu Candida albicans ustreza kriteriju B, pri ostalih pa kriteriju A.
Priporo¢ena koncentracija fenoksietanola je do 1-odstotna, zelo pogosto pa se pojavlja v
kombinaciji, saj pove€a protimikrobni ucinek drugih konzervansov (40). Smiselno bi bilo
preveriti levulinsko kislino, filtrat fermenta korenine redkvice, fenoksietanol in ekstrakt
semen grenivke Se v kombinaciji z drugimi konzervansi. S kombinacijo ve¢ konzervansov
lahko dosezemo ucinkovito konzerviranje in ohranimo majhne koncentracije.

Konzervansi, ki popolnoma ustrezajo kriterijem v obeh koncentracijah, so benzojska
Kislina, sorbinska kislina, salicilna kislina, ki so ze priznani kot konzervansi, ter janezeva

kislina, glicerilkaprilat in etanol. Kombinacija vodne raztopine dehidroocetne kisline in
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benzilalkohola v 0,2-odstotni in 0,4-odstotni koncentraciji ustreza kriteriju A. Kot smo
omenili zgoraj, pa je najverjetneje prislo do zamenjave vsebnikov, saj pri izzivnem testu
boljse konzervira emulzijo spojina v majhni koncentraciji.

Prav tako emulzij ne zas¢itita metil-propilparaben v 0,1-odstotni koncentraciji in kontrola
brez konzervansa. Pri kontrolnih kozmeti¢nih izdelkih brez konzervansa, Ki so bili
inokulirani z mikroorganizmoma Candida albicans in Pseudomonas aeruginosa ni prislo
do upada koncentracije in kontrolni izdelek brez konzervansa izzivnega testa ni prestal.
Tudi pri kontrolah, ki so vsebovale razli¢ne koncentracije zmesi parabenov so se pokazale
razlike. Parabeni so pri sevih A. brasiliensis in S. aureus zelo u¢inkoviti, emulzijo zas¢itijo
ze pri 0,1-odstotni vsebnosti konzervansa. Pri drugih dveh mikrooganizmih parabeni v 0,1-
odstotni koncentraciji niso zas¢itili izdelka.

Z izzivnim testom poskuSamo posnemati potroSnikovo vsakodnevno uporabo
kozmeti¢nega izdelka, saj z inokulacijo ravno tako vnesemo mikroorganizme. Dobro bi
bilo kontrolo mikrobioloske kakovosti ponoviti tudi med obdobjem uporabe izdelkov in
tako oceniti ucinkovitost sistema za konzerviranje. Najverjetneje bi ob vsakodnevni
uporabi izdelka testna emulzija kontrola brez konzervansa vsebovala ve¢ mikroorganizmov
(35). Pri nasih dveh testih smo uporabili metodo Stetja v ploscah, kjer je bilo potrebno
kontrolirati temperaturo tekoCega gojisca, ki je morala biti od 40 do 45 °C. Povisana
temperatura gojisca bi lahko povzrocila smrt mikroorganizmov (61). Pomembno je tudi, da
se zavedamo razlike v mikrobioloskih rezultatih zaradi Stetja. Metodo Stetja v ploScah
uporabljamo pogosto, ima pa tudi dolo¢ene omejitve, kot je na primer relativno ozek
razpon Stetja, na standardni petrijevi plos¢i prestejemo 25—250 kolonijskih enot. Prihaja do
odstopanj pri Stetju razli¢nih oseb, pojavljajo se nenavadne situacije na plosc¢ah (slika 17),
ki bi morale biti natan¢neje opisane v enotnem splo$nem postopku ali farmakopejah (62).
Pri tej metodi lahko pride tudi do slabega umesanja vzorca v gojisée, kar lahko vidimo na
sliki 18. Zaradi variabilnosti Stetja se pri izzivnemu testu upoSteva 0,5-logaritemsko

odstopanje od predpisanih kriterijev A in B (54).

Slika 17: Kolonija S. aureus &ez zelo plosto Slika 18: Slabo umesanje vzorca v gojisce
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6 SKLEP

Konzervansi so v kozmeti¢nih izdelkih, Kjer je prisotna voda, nujno potrebni, predvsem
zato, ker pri uporabi v izdelek vsakodnevno vnasamo mikroorganizme, ki bi se razrasli, ¢e
ne bi bilo ustreznega konzervansa. Napisi na kozmeti¢nih izdelkih, kot so »brez
parabenov«, »brez konzervansov« in »naravno«, so le marketinska poteza in zavajanje
kupcev. Ogromno kozmeti¢nih izdelkov naravne kozmetike namre¢ vsebuje protimikrobne

sestavine, ki imajo ucinek konzervansov in bi morali biti navedeni na ovojnini.

Nasi rezultati kazejo, da so naravne sestavine, ki smo jih uporabili v nasem eksperimentu,
zelo obetavne kot naravni konzervansi, vse izkazujejo protimikrobno aktivnost. V' obeh
koncentracijah so zascitile emulzijo in izpolnile oba kriterija izzivnega testa. Smiselno bi
bilo z izzivnim testom preveriti e kombinacije z ve¢ protimikrobnimi sestavinami. Tako bi

dosegli sinergisti¢ni ucinek in lahko zmanjsali koncentracije konzervansov v izdelku.

Mikrobiolo$ka varnost in kakovost izdelka sta skupek dejavnikov. Dokazali smo, da
moramo mikrobiolosko kakovost, poleg zasCite z ustreznim konzervansom, zagotoviti z
izdelavo, ki mora biti v skladu z veljavno dobro proizvodno prakso, uporabo primernih

vsebnikov in ovojnine ter primernimi izhodnimi sestavinami.
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8 PRILOGE

Priloga 1: Sestava izdelanih dermalnih emulzij s podatki o koncentraciji konzervansov

vsebnost kariteevo  mandljevo  cetearil voda  cetearil  glicerol ksantan skupaj
konzervansa maslo olje alkohol [g] glukozid [g] [g] [g]

KONZERVANS [a] [a] [9] [9] [9]
Dehidroocetna k. in benzilalkohol 0,20 2 11 0,5 79,90 0,8 5 0,6 100,00
= Dehidorocetna k. 0,15 2 11 0,5 79,95 0,8 5 0,6 100,00
Py Salicilna k. 0,13 2 11 0,5 79,97 0,8 5 0,6 100,00
= Levulinska k. 0,20 2 11 0,5 79,90 0,8 5 0,6 100,00
g Sorbinska k. 0,15 2 11 0,5 79,95 0,8 5 0,6 100,00
S Glicerilkaprilat 0,30 2 11 0,5 79,80 0,8 5 0,6 100,00
S JaneZeva k. 0,05 2 11 0,5 80,05 0,8 5 0,6 100,00
;*; Fenoksietanol 0,25 2 11 0,5 79,85 0,8 5 0,6 100,00
£ Filtrat fermenta korenine redkvice 1,00 2 11 0,5 79,10 0,8 5 0,6 100,00
‘< Benzojska k. 0,13 2 11 0,5 79,97 0,8 5 0,6 100,00
= Etanol 14,00 2 11 0,5 66,10 0,8 5 0,6 100,00
Ekstrakt semen grenivke 0,10 2 11 0,5 80,00 0,8 5 0,6 100,00
Dehidroocetna k. in benzilalkohol 0,40 2 11 0,5 79,70 0,8 5 0,6 100,00
—_ Dehidroocetna k. 0,30 2 11 0,5 79,80 0,8 5 0,6 100,00
% Salicilna k. 0,25 2 11 0,5 79,85 0,8 5 0,6 100,00
= Levulinska k. 0,25 2 11 0,5 79,85 0,8 5 0,6 100,00
o Sorbinska k. 0,30 2 11 0,5 79,80 0,8 5 0,6 100,00
§ Glicerilkaprilat 0,50 2 11 0,5 79,60 0,8 5 0,6 100,00
e JaneZeva k. 0,15 2 11 0,5 79,95 0,8 5 0,6 100,00
9 Fenoksietanol 0,50 2 11 0,5 79,60 0,8 5 0,6 100,00
8 Filtrat fermenta korenine redkvice 1,50 2 11 0,5 78,60 0,8 5 0,6 100,00
b Benzojska k. 0,25 2 11 0,5 79,85 0,8 5 0,6 100,00
> Etanol 17,00 2 11 0,5 63,10 0,8 5 0,6 100,00
Ekstrakt semen grenivke 0,50 2 11 0,5 79,60 0,8 5 0,6 100,00
o pozitivna: Metilparaben in propilparaben (7:3) 0,10 2 11 0,5 80,00 0,8 5 0,6 100,00
Tg = pozitivna: Metilparaben in propilparaben (7:3) 0,40 2 11 0,5 79,70 0,8 5 0,6 100,00
S — pozitivna: Metilparaben in propilparaben (7:3) 0,80 2 11 0,5 79,30 0,8 5 0,6 100,00
= negativna: brez konzervansa 0,00 2 11 0,5 80,10 0,8 5 0,6 100,00




Priloga 2: Stevilo mikroorganizmov v kozmeti¢nih izdelkih tik po izdelavi in po dveh mesecih shranjevanja dolo¢eno po testu Evropske farmakopeje 2.6.12

KONZERVANS

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE
0,13 % BENZOJSKA K.

0,25 % BENZOJSKA K.

0,3 % GLICERILKAPRILAT

0,5 % GLICERILKAPRILAT

14 % ETANOL

17 % ETANOL

0,15 % SORBINSKA K.

0,3 % SORBINSKA K.

0,13 %SALICILNA K.

0,25 % SALICILNA K.

0,2 % LEVULINSKA K.

0,25 % LEVULINSKA K.

0,25 % FENOKSIETANOL

0,5 % FENOKSIETANOL

0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN
BENZILALKOHOL

0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN
BENZILALKOHOL

0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE R.
0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE R.

0,05 % JANEZEVA K.

0,15 % JANEZEVA K.

0,15 % DEHIDROOCETNA K.

0,3 % DEHIDROOCETNA K.

0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN
0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN
BREZ KONZERVANSA

N (8§t. MO v vzorcu) ob T,

N (§t. MO v vzorcu) ob Ty

TSA
2-kratno 10-kratno
Redcenje redcenje
Ip 2p P |1p 2p p
2 0 1(0 o0 O
0O 0 OoOf(O0O 0 O
30 0 150 O O
6 0 3(0 0 O
0O 0 OoOfO0O 0 O
2 0 10 0 O
0O 0 OoOfO0O 0 O
0O 0 OO0 O O
2 0 1(0 o0 O
0O 0 OO0 0 O
0O 0 OO0 0 O
0O 0 OO0 0 O
2 0 1(0 o0 O
0 0 0|10 0 5
0O 0 OoOfO0O O O
2 0 1|10 0 5
2 0 1|10 0 5
0 0O 0|5 0 25
0O 0 OO0 0 O
0O 0 OO0 0 O
0 0 0|10 0 5
0O 0 OO0 0 O
0O 0 OoOfO0O 0 O
2 0 1|10 50 30
0O 0 OoOfO0O 0 O
0O 0 OoOfO0O 0 O
2 0 110 0 O
10 0 5|10 10 10

Ip...prva paralelka; 2p...druga paralelka; p...povprecje obeh paralelk

2-kratno
redcenje
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©
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.....

Povprecno Stevilo prezivelih kolonij

Ty T Tog
KONZERVANS 100-kratno 1000-kratno| 100-kratno 1000-kratno 10000-kratno| 100-kratno 1000-kratno10000-kratno|
redcenje redcenje redcenje redcenje redcenje redcenje redc¢enje redcenje

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE 48,5 19 / 6,5 1 / 7,5 1
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE 0 0 0 0 / 0 0 /
0,13 % BENZOJSKA K. 4,5 0 0 0 / 0 0 /
0,25 % BENZOJSKA K. 0 0 0 0 / 0 0 /
0,3 % GLICERILKAPRILAT 34,5 3,5 1 0 / 14 1,5 /
0,5 % GLICERILKAPRILAT 22,5 5,5 1 0 / 0 0 /
14 % ETANOL 4,5 05 0 0 / 0 0 /
17 % ETANOL 0 0 0 0 / 0 0 /
0,15 % SORBINSKA K. 0 0 0 0 / 0 0 /
0,3 % SORBINSKA K. 0 0 0 0 / 0 0 /
0,13 % SALICILNA K. 0 0 0 0 / 0 0 /
0,25 % SALICILNA K. 0 0 0 0 / 0 0 /
0,2 % LEVULINSKA K. 0 0 0 0 / 0 0 /
0,25 % LEVULINSKA K. 75 21 / 15 2 / 5 1
0,25 % FENOKSIETANOL 78 21,5 / 7,5 2 / 8,5 0,5
0,5 % FENOKSIETANOL > 150 63 / 48,5 6,5 / 7,5 0,5
0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL > 150 60 / 14 3 / 11,5 0,5
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL > 150 45 / 18 2,5 / 28 3,5
0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE 15 4 / 1 1 / 10,5 2
0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE 50,5 13,5 / 2 0,5 / 6 15
0,05 % JANEZEVA K. 36 8 6,5 1 / 1 0 /
0,15 % JANEZEVA K. 245 3 1,5 0,5 / 0,5 0 /
0,15 % DEHIDROOCETNA K. 2 0 1,5 0 / 0 0 /
0,3 % DEHIDROOCETNA K. 0 0 0 0 / 0,5 0 /
0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN 38,5 10,5 / 6 0 / 4 1
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN 64 13 / 48,5 7,5 / 55 0,5
0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN 0 0 0 0 / 0 0 /
BREZ KONZERVANSA 62,5 7,5 / 0 1 / 10 1

/ - red¢itev ni bila izvedena, z odebeljenimi $tevilkami so oznacene red¢itve, ki smo jih upostevali



.....

Povprecno $tevilo preZivelih kolonij

KONZERVANS T7 T Tas

14
10-kratno  100-kratno 1000-kratno  10-kratno 100-kratno  1000-kratno 10-kratno 100-kratno 1000-kratno
redcenje redCenje redenje red¢enje redCenje red¢enje redCenje  redCenje redcenje

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE 15 3,5 / 0 0 / 0 0 /

0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE 0 4 / 0 0 / 0 0 /

0,13 % BENZOJSKA K. 1 0 / 0 0 / 0 15 /

0,25 % BENZOJSKA K. 0,5 15 / 0 0 / 0 0 /

0,3 % GLICERILKAPRILAT 0 2 / 0 0 / 0 0,5 /

0,5 % GLICERILKAPRILAT 0,5 15 / 0 2 / 0,5 0,5 /

14 % ETANOL 0 15 / 0 0 / 0 0 /

17 % ETANOL 0 15 / 0 0 / 0 0 /

0,15 % SORBINSKA K. 0 1 / 0,5 05 / 0,5 0 /

0,3 % SORBINSKA K. 0 0 / 1 05 / 0 0 /

0,13 % SALICILNA K. 0 0 / 0 1 / 0,5 0 /

0,25 % SALICILNA K. 0 0,5 / 0 0 / 0 0 /

0,2 % LEVULINSKA K. 0 45 3 0 0,5 0 1 0 0

0,25 % LEVULINSKA K. 0 0,5 / 0,5 0 / 0 0 /

0,25 % FENOKSIETANOL 0 0,5 / 0,5 0 / 0,5 0 /

0,5 % FENOKSIETANOL 0 55 / 0 0 / 0 0 /

0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL 0,5 55 / 0 0 / 0,5 0 /

0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL 0 3 / 0 0 / 0 0 /

0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE 0 1 / 0 0 / 0 0,5 /

0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE 0,5 0,5 / 0,5 0 / 0 0 /

0,05 % JANEZEVA K. 0 8,5 8,5 0 3 0 0,5 0 0

0,15 % JANEZEVA K. 0,5 0 / 0 0 / 0,5 0 /

0,15 % DEHIDROOCETNA K. 0,5 15 / 0,5 0 / 0 0 /

0,3 % DEHIDROOCETNA K. 15 4 / 0 0 / 0 0 /

0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN 0 1 / 0,5 0 / 0 0 /

0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN 0 1 / 0 0 / 0 0 /

0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN 15 2 / 0 0 / 0 0 /

BREZ KONZERVANSA 0 1 / 0 0 / 0 0 /

/ - red¢itev ni bila izvedena, z odebeljenimi $tevilkami so oznacene red¢itve, ki smo jih upostevali



Priloga 5: Vrednosti zmanj$anja logaritemske vrednosti za A. brasiliensis in S. aureus

(R, = logNg — logNy)

Zmanjsanje logaritemske vrednosti

Mikroorganizem

KONZERVANS

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE

0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE

0,13 % BENZOJSKA K.

0,25 % BENZOJSKA K.

0,3 % GLICERILKAPRILAT

0,5 % GLICERILKAPRILAT

14 % ETANOL

17 % ETANOL

0,15 % SORBINSKA K.

0,3 % SORBINSKA K.

0,13 % SALICILNA K.

0,25 % SALICILNA K.

0,2 % LEVULINSKA K.

0,25 % LEVULINSKA K.

0,25 % FENOKSIETANOL

0,5 % FENOKSIETANOL

0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL
0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE
0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE
0,05 % JANEZEVA K.

0,15 % JANEZEVA K.

0,15 % DEHIDROOCETNA K.

0,3 % DEHIDROOCETNA K.

0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN

0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN

0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN

BREZ KONZERVANSA

Aspergillus brasiliensis

Ry
1,4
>5,0
2,4
>5,0
1,5

>5,0

>5,0
1,2

Ria
1,2
>5,0
>5,0
>5,0
3
3
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
1,9
1,2
04
0,9
0,8
2,0
1,7
2,2
2,9
2,9
>5,0
1,3
04
>5,0
>5,0

Rag
1,2
>50
>50
>50
19
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
>5,0
1,3
1,1
1,2
1,0
0,6
1,0
1,3
3,0
3,3
>50
3,3
1,4
1,3
>50
2,0

R;
4,0
>5,2
4,2
4,5
>5,2
4,5
>5.2
>5.2
>5.2
>5.2
>5,2
>5,2
>5,2
>5,2
>5,2
>52
4,5
>5.2
>5.2
4,5
>5.2
4,5
4,5
4,0
>52
>52
4,0
>52

Staphylococcus aureus
R14
>5.2
>5.2
>5.2
>5.2
>5.2
>572
>572
>572
4,5
4,2
>5.2
>5,.2
4,5
4,5
4,5
>5.2
>572
>572
>572
4,5
>572
>572
4,5
>5.2
4,5
>5.2
>572
>52

Rog
>52
>52
>52
>52
>52

4.5
>52
>52

4.5
>52

45
>52

4,2
>52

45
>52

45
>52
>52
>52

45

45
>52
>52
>52
>52
>52
>52




Priloga 6: Stevilo kolonijskih enot v 1 mL kozmeti¢nega izdelka, ki smo ga ocenili iz Stetja kolonij na petrijevkah ob razli¢nih &asovnih to¢kah

Stevilo kolonijskih enot v 1 mL/ 1g

Mikroorganizem

KONZERVANS

0,1 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE
0,5 % EKSTRAKT SEMEN GRENIVKE
0,13 % BENZOJSKA K.

0,25 % BENZOJSKA K.

0,3 % GLICERILKAPRILAT

0,5 % GLICERILKAPRILAT

14 % ETANOL

17 % ETANOL

0,15 % SORBINSKA K.

0,3 % SORBINSKA K.

0,13 % SALICILNA K.

0,25 % SALICILNA K.

0,2 % LEVULINSKA K.

0,25 % LEVULINSKA K.

0,25 % FENOKSIETANOL

0,5 % FENOKSIETANOL

0,2 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL
0,4 % DEHIDROOCETNA K. IN BENZILALKOHOL
0,1 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE
0,5 % FILTRAT FERMENTA KORENINE REDKVICE

0,05 % JANEZEVA K.

0,15 % JANEZEVA K.

0,15 % DEHIDROOCETNA K.

0,3 % DEHIDROOCETNA K.

0,1 % METIL- IN PROPILPARABEN
0,4 % METIL- IN PROPILPARABEN
0,8 % METIL- IN PROPILPARABEN
BREZ KONZERVANSA

Aspergillus brasiliensis

N7
4850
0
450
0
3450
2250
450

[eNo oo No o)

7500
7800

63000
60000
45000

1500
5050
3600
2450
200
0
3850
6400
0
6250

Nig
6500
0
0
0
100
100

OO OO OOoOo

1500
7500
48500
14000
18000
1000
2000
650
150
150
0
6000
48500
0
0

N2g
7500
0
0
0

[EEN
N
o
o

[eNeoNoNoNelNoNolNo]

5000
8500
7500
11500
28000
10500
6000
100
50

50
4000
5500

1000

N7
15

ohocohinUoUooUIOOOO0O0OO0O0O0OUOoUl o

Staphylococcus aureus
Ni4
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