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Primjena konzervansa u proizvodnji krema

SaZetak

Primjena konzervanasa S$iroko je rasprostranjena, koristimo ih u proizvodnji hrane,
farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji. Oni u kozmeti¢kim proizvodima spre€avaju kvarenje,
ali 1 rast razlicitih vrsta mikroorganizama. Najpoznatiji konzervans u kozmetickoj industriji je
paraben, ali zbog njegovo Stetnosti na zdravlje ljudi izbacen je iz upotrebe i zamijenjen neki
drugim neskodljivim konzervansima. Osim sintetskih zamjena sve vise se koriste prirodni
konzervansi kao $to je Geogard 221 koji kao aktivan sastojak sadrZi dehidroksioctenu kiselinu.
Cilj ovog rada bio je istraziti primjenu Geogarda 221 u proizvodnji krema kako bi se sprijecio
rast Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans 1 Aspergillus
brasiliensis. Uzorci razlicitih vrsta krema sadrzavali su 2mg/g Geogarda 221 i inokulirani su s
testnim mikroorganizmima u koli¢ini od 5 do 7 logCFU/g. Kontaminirani uzorci krema ¢uvani
pri sobnoj temperaturi 1 analizirani 0., 2., 7., 14. 1 28 dan. Nakon 2. dana cuvanja broj
mikroorganizama je pao za oko 2 do 3 (AlogCFU/g). Nakon 7. dan ¢uvanja u uzorcima krema
nije pronaden niti jedan testni mikroorganizam. Dobiveni rezultati pokazuju ucinkovito
djelovanje Geogarda 221 na razliCite mikroorganizme i kada su oni prisutni u visokim

koncentracijama.

Kljucne rijeci: dehidroksioctena kiselina, konzervansi, mikroorganizmi, trajnost



Application of preservative in cream production

Summary

The use of preservatives in food production, pharmaceutical and cosmetic industry is
widespread. In cosmetic products they prevent spoilage, but also the growth of different types
of microorganisms. The most famous preservative in the cosmetic industry is paraben, but
because of its harmfulness to human health it was discarded from use and replaced by other
harmless preservatives. Apart from synthetic replacements, natural preservatives are
increasingly used, such as Geogard 221 which, as the active ingredient, contain
dehydroxyacetic acid. The aim of this work was to explore the application of Geogarda 221 in
the production of creams and prevent the growth of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Candida albicans and Aspergillus brasiliensis. Samples of different types of creams
contained 2mg/g of Geogarda 221 and were inoculated with test microorganisms in an amount
of 5 to 7 logCFU/g. Contaminated samples of creams were kept at room temperature and
analyzed 0, 2,7, 14 and 28 days. After the 2nd day of guarding number of microorganisms
dropped by about 2 to 3 (AlogCFU/g). After the 7th day of guarding in samples of the cream
no test microorganisms were found. The results obtained show effective action of Geogarda

221 on different microorganisms and when they are present in high concentrations.

Key words: dehydroxyacetic acid, durability, microorganisms, preservatives
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1. UVOD

Konzervansi su vrlo zastupljeni i imaju Siroku primjenu, nalazimo ih u hrani, pi¢ima,
kozmetickim proizvodima, lijekovima i sl. Oni u kozmetickim proizvodima sprec¢avaju njihovo
kvarenje i sprecavaju rast bakterija te kvasaca i plijesni.

Kao konzervans u kozmetic¢koj industriji najvise se koriste parabeni kako bi se produZzila
trajnost krema, pudera, rumenila, parfema, maskara i sl. Dugo vremena se mislilo da je ovaj
konzervans neSkodljiv i siguran za primjenu jer se nakon nanoSenja na kozu vrlo brzo apsorbira,
u organizmu metabolizira i izlucuje urinom. Medutim, istraZivanja su pokazala kako kod
oStecene koZe parabeni izazivaju kontaktni dermatitis, iritiraju koZu, izazivaju preuranjeno
starenje i karcinom koZe . U tkivu karcinom dojke pronadena je visoka koncentracija parabena
Sto je ovaj konzervans ucinilo upitnim za daljnju upotrebu. Takoder je dokazano da malena
koli¢ina melitparabena ne djeluje Stetno na zdravlje, ali stalnom i dugotrajnom upotrebom
nastaje kumulativno djelovanje (Byford i sur., 2002).

Europska komisija je u rujnu 2014. godine donijela mnogobrojne zabrane u vezi
primjene konzervansa u kozmetickoj industriji, ali je ogranicila maksimalnu koncentraciju. Sve
je ovo potaknulo razmisljanja o utjecaju konzervanasa na ljudsko zdravlje. Osim toga, sve veci
broj ljudi koji su alergi¢ni na kozmetiku zahtijevaju vecu paZnju u odabiru sastojaka koje
nanose na kozu. Danas brojne kozmeticke linije viSe ne zadrze paraben, koji su zamijenili drugi
konzervansi neskodljivi za ljudsko zdravlje.

Posljednjih godina sve viSe raste primjena prirodnih konzervansa. Najdjelotvorniji
prirodni konzervansi su Geogard 221, Silverion 2400 i Leucidal. Svojim djelovanjem Geogard
221 uspjeSno zamjenjuje primjenu parabena.

Cilj ovog rada bio je istraziti primjenu Geogarda 221 u proizvodnji krema kako bi se
sprijecio rast Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans i Aspergillus

brasiliensis.



2. TEORILJSKI DIO

2.1 Stabilnost kozmetickog proizvoda

Kozmeticki proizvod je svaka tvar ili smjesa koja je namijenjena dodiru sa vanjskim
dijelovima ljudskog tijela (koZa, kosa, nokti, usnice ) ili sa zubima 1 sluznicom usne Supljine
radi njihova cCiS¢enja, zasStite, odrZavanja u dobrom stanju, mijenjanja njihova izgleda ili
korekcije tjelesnih mirisa. U kozmeticke proizvode ubrajamo: kreme, losione, emulzije, gelove,
maske, ulja, pudere, dezodoranse, parfeme, sapune. Kozmeticki proizvodi moraju odgovarati
zahtjevima propisanim Uredbom br. 1223/2009 o kozmetickim proizvodima koja propisuje da
se za sve kozmetiCke proizvode mora izraditi IzvjeSée o sigurnosti kozmetickog proizvoda
(Cosmetic Product Safety Report) 1 Procjena sigurnosti (Safety assessment). 1zvjesce se sastoji
od podataka o sigurnosti kozmetickih proizvoda (podaci o sastavu proizvoda, fizikalno-
kemijski podaci, mikrobioloska Ccisto¢a, procjena mikrobioloSke stabilnosti, toksikoloSki
profil).

Svaki proizvodac kozmetike prilikom stavljanja kozmetickog proizvoda na trziste mora
priloZziti odgovaraju¢i test stabilnosti koji je prihvatljiv 1 u€inkovit, te mora biti dokumentiran u
proizvodackoj dokumentaciji. Pritom, svaka sirovina bilo da je aktivna ili ne u proizvodu moZze
utjecati na stabilnost proizvoda. Osim formulacije, na stabilnost utjeCe i proces proizvodnje
(brzina mijeSanja, temperatura, koliCina punjenja), vrsta ambalaZe, uvjeti skladiStenja te
transport. Testove stabilnosti potrebno je provoditi kod razvoja novih formulacija kozmetickih
proizvoda, u slucajevima znacajnih promjena tijekom proizvodnog procesa, validacije nove
opreme ili proizvodnog postupka, promijenjenih ulaznih sirovina te vidljivih promjena na
pakovini koja je bila u dodiru s gotovim proizvodom.

Proizvodac za svaku formulaciju odabire parametre prema svojem iskustvu i provodi
evaluaciju kod jedne ili viSe temperatura. Odabir parametara ispitivanja mora biti procijenjen
od stru¢njaka, a odluka se donosi za svaki kriterij temeljem interne procedure proizvodnje
proizvodaca i iskustva. Evaluacija kriterija dopusta predvidanje stvarne stabilnosti proizvoda i
procjenu roka valjanosti. Neki od parametara varijabilnosti unutar roka valjanosti su: boja,
izgled, miris, pH - vrijednost, viskoznost, promjena ambalaZe, promjena mase, udio vode u

proizvodu.



2.2. Uzro¢nici kvarenja kozmetickog proizvoda

2.2.1. Fizikalno — kemijski uzrocnici kvarenja

\S]

Fizikalno — kemijski ¢imbenici kvarenja kozmetickih proizvoda mogu se razvrstati kao:

. Vanjski ¢imbenici :

Rok trajnosti proizvoda (starenje proizvoda) moZe dovesti do promjena u senzorskim,
fizikalno-kemijskim, mikrobioloskim i toksikoloSkim svojstvima.

Temperatura - visoke 1 niske temperature tijekom postupka proizvodnje 1 skladiStenja
utjeCu na svojstva kozmetickih proizvoda.

Vlaga ima poseban utjecaj na pudere, toaletni sapun, sjenila, kupke od soli koje mogu
postati mekane 1 ljepljive te sklone mikrobioloSkom kvarenju.

AmbalaZza — vrsta ambalaZe (staklena, metalna ili plasticna) moze utjecati na propusnost
kisika, a samim time i na stabilnost kozmeti¢kog proizvoda.

Manipulacija kozmetickih proizvoda dovodi do vibracija §to moZe utjecati na odvajanje

faza, skrucivanje ili promjene u viskoznosti.

. Unutarnji ¢imbenici:

Fizikalna nekompatibilnost sastojaka kozmetickog proizvoda moZe dovesti do precipitacije,
odvajanje faza, kristalizacija, nastajanje pukotina i sl.

Kemijska nekompatibilnost sastojaka: promjena pH — vrijednosti (osigurava stabilnost
proizvoda), oksido-redukcijske reakcije (dovode do promjene u djelotvornosti aktivnih
sastojaka, senzorskim i fizikalnih promjena), reakcije hidrolize estera i amina, reakcije

izmedu sirovina i pakovine.

2.2.2. Mikrobioloski uzro¢nici kvarenja

Kada govorimo o izvorima mikroba koji dolaze u kozmetickim proizvodima, to se

prvenstveno odnosi na okolis u kojem mikrobi obitavaju i iz kojeg se prenose na proizvod. Opce

poznata Cinjenica je da su mikrobi svuda oko nas, kako u zraku tako i u tlu, vodamai na svemu

Sto je dio okoliSa. Medutim njihova koncentracija nije svugdje uvijek ista kao §to nisu ni tipovi

mikroba koji nastanjuju odredena podrucja. Sastav i koncentracija mikrobne populacije ovisi o

mnogim uvjetima, a takoder i o nacinu rukovanja proizvodom pri samoj proizvodnji i

skladiStenju . Vrlo bitna nam je faza skladiStenja odnosno pohrane gotovog proizvoda gdje nam
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je prioritet te iste proizvode ocuvati Sto duze i odrzati pri tome njihovu kvalitetu koliko god je
moguce. Kako bi se kvaliteta i trajnost proizvoda S§to duze ocCuvala, moramo poznavati
zakonitosti koje vladaju u prirodi 1 navedene uvjete rasta 1 razmnoZavanja mikroba koji su
prisutni u naSem okoliSu kao i nacine kako adekvatno smanjiti populacije istih. Neki od
parametara koji utjeCu na rast i razvoj mikroorganizama su: sadrZaj vode, temperatura, osmotski
i hidrostatski tlak, prisutnost i djelovanje drugih mikroba, pH vrijednost, sadrzaj nutrijenata,
antimikrobne zapreke i bioloSke strukture. Najvazniji uzro€nici mikrobioloske kontaminacije
kozmetickih proizvoda su: bakterije, kvasci 1 plijesni.

Mikroorganizmi znacajni za kozmeticke proizvode su:
Pseudomonas aeruginosa

Gram negativne bakterije vrlo svestranih prehrambenih sposobnosti 1 lako se
prilagodavaju novim sredinama. Uzrokuju wupalu pluéa kod osoba koje uzimaju
imunosupresivne lijekove, te inficiraju rane 1 opekline. U kozmetici Cesto uzrokuju infekcije
oka 1 gubitak vida. Proizvod se naj¢eS¢e kontaminira bakterijom u proizvodnom pogonu kao
posljedica neuspjeha kontrole i nadzora vodovodnih cijevi, biofilmova koji se stvaraju na
cijevima te loSim saniranjem cijevi. Koriste ciklus trikarboksilne kiseline za oksidaciju
supstrata na ugljikov dioksid. Vrlo vaZzna metabolicka osobina je sposobnost razgradnje
sloZenih ugljikohidrata, kloriranih pesticida i biocida. P. aeruginosa pokazuje svoje faktore
virulencije tako Sto luci razliite toksine, enzime i druge aktivne supstance koje se mogu
prepoznati u oboljeloj osobi. Endotoksin je sli¢an endotoksinima crijevnih bakterija, ali se
razlikuju u djelovanju jer izaziva nakupljanje tekucine (piocinski enterokolitis). Egzotoksin A
je enzim koji djeluje inhibitorno na sintezu proteina, slicno mehanizmu djelovanja fragmenta
A egzotoksina Corynebacterium diphtheriae. Naj¢es¢e, mukoidni sojevi P. aeruginosa
proizvode ekstracelijsku sluz koja poseduje antifagocitno djelovanje. Fosfolipaza enzim koji
hidrolizira lecitin i ima hemoliti¢ka svojstva. Izaziva upalne procese pracene edemom,
eritemom i hemoragijom. Vecina sojeva stvara proteaze koje razgraduju kazein. PreZivljava
zahvaljuju¢i svojim skromnim potrebama u hrani i brzom razmnozavanju. Mjesecima moze
Zivjeti u vodi. Sposobnost ove bakterije da izazove razaranje tkiva je posljedica djelovanja
brojnih ekstracelularnih enzima (proteaza, elastaza), pigmenata koji inhibiraju rast drugih
bakterija i hemolizina. Egzotoksin A izaziva destrukciju tkiva i nagomilavanje inflamatornih
stanica. Sli¢no aerobnim gram-negativnim bacilima, P. aeruginosa poseduje endotoksin koji je

uzrocnik enterokolitisa.



Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je gram-pozitivna fakultativno anaerobna bakterija kuglasta
oblika, nepokretna, ne tvori spore. Bakterijske stanice ove vrste promjera su izmedu 0,5 i 1,5
pum. Nakon diobe stanice mogu ostati pojedinacne, u parovima, kratkim lancima, tetradama, a
najkarakteristicnije su nepravilne nakupine stanica u obliku grozda. Stafilokoki tvore mnoge
ekstracelularne enzime i toksine i o tome ovisi patogenost i virulencija pojedinih sojeva.
Vegetativne oblike bakterije (ne toksine) ubija temperatura od 60°C tijekom 8 minuta.
Stafilokokno trovanje hranom (stafiloenterotoksikoza, stafiloenterotoksemija) je naziv za bolest
covjeka koju uzrokuju enterotoksini bakterije Staphylococcus aureus koji su prema svojem
antigenom sastavu podijeljeni u tipove A, B, Cl, C2, D i E. Ti enterotoksini uzrokuju
alimentarne intoksikacije, termostabilni su (otporni na temperaturu od 100°C tijekom 30
minuta, 90%-tnu redukciju koli¢ine toksina uzrokovat ¢e temperatura od 100°C tijekom 135
minuta) i1 otporni na djelovanje proteolitiCkih enzima. Otrovanja naj¢eS¢e uzrokuju
enterotoksini A i D. Koli¢ina toksina manja od jednog mikrograma u kontaminiranoj hrani
moZe uzrokovati simptome stafilokokne intoksikacije. Ako u 1 gramu hrane ima 10’ stanica
bakterije S. aureus u hrani se mozZe naci koli¢ina toksina dostatna za uzrokovanje intoksikacije.
Nastup znakova bolesti je brz, a karakteristicno je da se svi inficirani gotovo istodobno razbole.
Inkubacija je vrlo kratka, 2 do 6 sati. Naj¢e$¢i znakovi bolesti su povrac¢anje, mucnina, gréevi
u trbuhu i iscrpljenost. Proljev i poviSena temperatura nisu uvijek izraZzeni. Pojedinci ne o¢ituju
uvijek sve navedene znakove intoksikacije. Dehidracija mozZe biti znatna. U ozbiljnijim
sluc¢ajevima mogu se javiti glavobolje, gréevi miSica i prolazni poremecaji u krvnom tlaku i
bilu. Bolest je burna i kratkotrajna, oboljele osobe su nakon rehidracije obi¢no dobro za 12 do
48 sati. Zlatni stafilokoki takoder uzrokuju infekcije koZe i mekih tkiva u obliku rana, bubuljica
ili gnojnih Cireva/apscesa (impetigo, folikulitis, celulitis itd.), a mogu dospjeti u krv 1 uzrokovati
trovanje krvi (sepsu), upalu pluca (pneumoniju), sréanog miSi¢a (endokarditis) i kostiju
(osteomijelitis). Neki sojevi stafilokoka proizvode toksine koji uzrokuju Zelucano-crijevnu
upalu (gastroenteritis), stafilokokno otrovanje hranom prac¢eno mucninom i povracanjem,
sindrom opecene koZe obiljezen velikim mjehurima i ljustenjem koze, sindrom toksi¢nog Soka
(mogu¢ razvoj zbog uporabe vaginalnih tampona, nakon porodaja ili kao komplikacija
postoperativne infekcije), gdje rije¢ sindrom predstavlja skupinu simptoma. Procjenjuje se da
do 30 % zdravih osoba ima S. aureus u nosu i na drugim mjestima koja su vlazna ili obrasla
dlakama. Ubrzo nakon porodaja stafilokoki koloniziraju koZu i sluznicu nosa i Zdrijela

novorodenceta te tu kod nekih osoba trajno ostaju. Staphylococcus aureus se hrani ljudskim



hemoglobinom, proteinom iz crvenih krvnih zrnaca. Najces¢i prijenosnici su osobe kojima je
stafilokok normalna flora koze i sluzokoze, a to su zdravstveni radnici, kulinarsko osoblje i
veterinarski djelatnici. Stafilokok na koZi izaziva tipi€ne kozne infekcije gdje se koze
manifestira oteklinama, crvenilom, bolovima i gnojnim apcesima.

Impetigo je prepoznatljiv po manjim dijelovima koZe prekrivenim sitnim plikovima i
gnojnim mjehuri¢ima.

Furunkul je duboka infekcija koja u potpunosti zahvaca folikul dlake i1 obliznje tkivo, te

predstavlja veliki Cir koji se pojavljuje na vratu, licu i ledima.
Candida albicans

Candida albicans je gljivica koja se normalno nalazi u ljudskom organizmu, a moze se
pronaci u ustima, probavnom traktu, vagini, koZi, ali i u ostalim organima. No njezin rast uslijed
brojnih ¢imbenika moze izmaknuti kontroli i tada se pojavljuju infekcije, a u slucaju da se ne
lijeci Siri se po Citavom organizmu sve do stanja kada je ona postaje nemjerljiva i time narusava
cjelokupno zdravstveno stanje pojedinca. Zahvaljuju¢i svojim korijenima Candida albicans se
hvata za crijevni zid i ako tada nije zaustavljen njen rast, dolazi do busenja i stvaranja si¢usnih
rupica u crijevnom zidu. Rupice dozvoljavaju djelomi¢no probavljenim proteinima, toksinima,
ali i samoj Candidi albicans ulazak u cirkulaciju te Sirenje po cijelom tijelu. Ovo stanje poznato
je kao sistemska kandidijaza i moze imati vrlo loSe posljedice za cjelokupno psihofizicko stanje
osobe. Parazitski oblik kandide izluCuje otpadne tvari koje opterecuju jetru i cijeli organizam.
Candida albicans proizvodi 1 jednu vrstu laznog estrogena koji daje signal tijelu da ga ima
dovoljno i time naruSava prirodnu proizvodnju hormona, $to ostavlja posljedice na endokrini
sistem. Kada je razina Secera u krvi visoka, gljivica proizvodi etanol (alkohol), a nusprodukt
aktivnosti gljivica je i acetaldehid, tvar sli¢na formaldehidu, koji se moze zamijetiti u loSem
zadahu 1z usta. Infekcija kandidom dovodi 1 do raznih biokemijskih poremecaja u organizmu;
ometanje proizvodnje kolagena, oksidacije masnih kiselina, blokiranja normalnih Ziv€anih
funkcija i spre€avanja imunoloSkog sustava da se bori s infekcijama. Gljive mogu izazvati
infekciju na sluznici ¢ovjeka, kozi ili jednom ili viSe unutranjih organa. Moze se pronaci u tlu,
zraku 1 u otpadnim vodama. Candida albicans je gljiva koja je sastavni dio covjekove normalne
flore, a moZe postati patogena ukoliko dode do raznih poremecaja zdravlja. Primjenom
kozmetickog preparata zagadenog Candidom postoji mogucnost infekcije koze, koja se

manifestira, crvenilom, osipom, svrabom i nepravilnim oblicima lezija na koZzi.



Aspergillus niger

Aspergillus niger se nalazi medu najceS¢im plijesnima u okoliSu, Cesto se nalazi u
raspadajucoj vegetaciji (u gomilama komposta), na izolacijskom materijalu, u uredajima za
zagrijavanje/hladenje zraka ili odvodima toplana, u kirurS§kim dvoranama i bolesnickim
sobama, na bolnickim uredajima 1 na Cesticama praSine u zraku. Invazivne infekcije obicno
nastaju udisanjem spora ili, katkad, direktnim prodorom kroz oSte¢enu kozu. U nekih ljudi
Aspergillus na povrSini koZe izaziva alergiju, premda nije uSao u tkiva da bi uzrokovao
infekciju. Alergije na koZi se manifestiraju crvenilom, osipom, bolnim 1 osjetljivim plikovima
te svrbezom. Toksin koji proizvode razne vrste Aspergillus je aflatoksin kojeg povezuju sa
kancerogenim djelovanjem na jetru. Prisutnost Aspergillus niger u kozmetickim pripravcima

dokazujemo metodom HRN EN ISO 16212:2011.
2.3. Upotreba probiotika u kozmetici

Rijec probiotik potjece od grekih rijeci “pro bios” §to znaci za Zivot. Probiotik je jedna
ili viSe kultura Zivih stanica mikroorganizama koje, primijenjene kod Zivotinja ili ljudi, djeluju
korisno na domacina, poboljSavajuci svojstva autohtone kulture. Mogu djelovati u probavnom
traktu - kada se uzimaju hranom ili u obliku kapsula, u obliku aerosola pogodni su za gornje
diSne putove ili se lokalno primjenjuju u podrucju urogenitalnog trakta, na kozu lica 1 tijela.
Vrste probiotickih kompleksa koriste se i kao pomoc¢na terapija kod Crohnove bolesti,
malignosti, enterovirusnih infekcija, gastritisa, Cira Zeluca i dvanaesnika.

Pozitivanom ucinku probiotickih krema na koZzu pridonosi mlijecna kiselina koju
tijekom rasta 1 fermentacije stvaraju probioticke kulture. Mlije¢na kiselina (acidum lacticum)
ima malu molekularnu masu, pa lako prodire odnosno upija se u kozu, ubrzava odstranjivanje
odumrlih stanica, a ujedno pomaze dubokom ovlazivanju koze. Bioloski aktivan mlijecni
protein pomaZze obnavljanju osjetljive, jako suhe, upaljene koze. Probioticke kulture proizvode
organske kiseline koje zaustavljaju rast i razmnoZavanje mikroorganizama, ali 1 specifi¢ne
supstancije zbog kojih im se pripisuju svojstva prirodnog antibiotika Sirokog spektra. Same
proizvode i vitamine B skupine, neobi¢no vaZzne za zdravlje koZe.

Ispitivanja i prac¢enje zdravlja koZe pacijenata pokazala su vidljive rezultate pri upotrebi
ovakvih krema kod koZe zahvacene atopijskim dermatitisom, neurodermatitisom, seboroi¢nim
dermatitisom. Ve¢ kod prvog nanoSenja postala je puno vlaznija, smirenija, nestalo je peckanje,
ljuskanje i iritacija. Poznato je da kod neurodermatitisa ¢esto dolazi do sekundarnih infekcija

Sto je, ako se koriste probioticke kreme, izbjegnuto zahvaljuju¢i bakteriocinima, specifiénim
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supstancijama koje na bakterije djeluju poput antibiotika. Upravo zato probioti¢ke kreme
pomazu u tretmanu akni, gnojnih pristi¢a. Upotrebom probiotickih krema oStecena 1 iritirana
koza vidljivo se obnavlja u vrlo kratkom roku, pa se preporucuje kod tegoba suhe 1 ispucale
koze, alergija, crvenila i ljuskanja koZe, neurodermatitisa, za koZzu s aknama i kod stanja
oStecene 1 stanjene koZe nakon tretmana kortikosteroidima. Iz svih tih razloga sve je veca i
potpuno opravdana primjena probiotickih krema kako u kozmetici tako i u dermatologiji.
Probioticke kreme pravi su hit u kozmetologiji i u dermatologiji. Probiotici na kozu djeluju
poput prirodnog antibiotika. Najbolji su izbor za suhu, oSte¢enu, ispucalu koZzu, akne, upale, ali
1 lijecenje bakterijskih i gljivi¢nih infekcija urogenitalnog i probavnog sustava, kao pomoc¢na

terapija kod brojnih drugih bolesti.
2.4. Konzervansi u kozmetici
2.4.1. Prirodni konzervansi koji se koriste u kozmetici

Proizvodi koji u svom sastavu sadrZze visok postotak vode su posebno osjetljivi na
kvarenje, stoga im se dodaju razne kemijske supstance s ciljem spreCavanja rasta i
razmnozavanja mikroorganizama, uzro¢nika njihovog kvarenja. Takve kemijske supstance
nazivamo konzervansima. Njihova zadac¢a je da produlje trajnost kozmetickog proizvoda bez
promjena pozitivnih organolepti¢kih osobina proizvoda (boja, miris, izgled), narocito prilikom
duzeg Zivotnog vijeka u skladiStim proizvodaca, distributera te na trgovackim policama, i ono
najvaznije — osigurati zdravstvenu ispravnost kozmeti¢kog proizvoda. NajceS¢e promjene
kozmetickog proizvoda izazvane djelovanjem mikroorganizama su formiranje kolonija na
samoj povrsini proizvoda (znaju biti raznih boja, poput plijesni na starom kruhu ili nekom
zaboravljenom limunu), zatim promjena boje i mirisa proizvoda, te promjena same teksture
proizvoda.

Primarna kontaminacija kozmeti¢kog proizvoda rezultat je nepridrzavanja smjernica
dobre proizvodacke prakse prilikom proizvodnje, pa su u tom slucaju — kontaminirane sirovine,
nesterilna ambalaZa u proizvodnji, neadekvatna higijena pribora, opreme, samog proizvodnog
pogona i zaposlenika u proizvodnji.

Sekundarna kontaminacija rezultat je prijenosa mikroorganizama u proizvod od strane
potroSaca. Dogada se da prilikom aplikacije, potro$ac¢ necistim rukama ili prijenosom s neciste
koze / kose potroSa¢ “zarazi” proizvod. Najopasnije po zdravlje potroSaca su patogene vrste
mikroorganizama, uzrocnici raznih bolesti (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeuriginosa, Candida albicans). Mnoge vrste gljivica proizvode metabolicke



produkte, tzv. mikotoksine vrlo opasne po zdravlje Covjeka. Mikotoksine je nemoguce
odstraniti iz kozmetickog proizvoda, ¢ak i nakon odstranjivanja vidljivih nakupina gljivica sa
povrsine proizvoda. Golim okom nevidljive stanice gljivica i mikotoksini zaostaju u proizvodu
1 predstavljaju opasnost po zdravlje potroSaca.

Jedna od glavnih karakteristika idealnog konzervansa jest Sirok spektar djelovanja, Sto
znacCi da djeluje na viSe razli¢itih vrsta mikroorganizama (najcesce se radi o bakterijama,
gljivicama, plijjesnima i1 kvascima). U proizvodnji prirodne kozmetike prednost se daje
prirodnim konzervansima poput ekstrakta sjemenki grejpa, raznim kombinacijama eteri¢nih
ulja i drugih biljnih ekstrakata te rijetkim sintetskim ekokonzervansima poput vrlo popularnog
benzilnog alkohola, koji se na trziStu nalazi u kombinaciji sa dehidrooctenom kiselinom pod
trgovackim nazivom Geogard 221 ili INCI nazivom dehidroksi octena kiselina 1 benzil alkohol
koji se lako procita na deklaraciji proizvoda u popisu sastojaka. Nakon svega navedenog, moZze
se zakljuciti da je prisutnost konzervansa u kozmetickim proizvodima sasvim opravdana.
Stovise, nuZna je i potrebna, radi zastite zdravlja potrosaca, a znak je i odgovornog ponasanja
proizvodaca prema svojim kupcima, neovisno radi li se o prirodnoj ili konvencionalnoj

kozmetici.
Geogard 221

Benzilni alkohol organski spoj je iz klase kojoj pripada i benzaldehid i benzoati, koji su
poznati konzervansi u zimnicama. Benzilni alkohol je inace Siroko primjenjivan farmaceutski
konzervans koji se ¢ak koristi 1 u injekcijskim oblicima. Dozvoljen je kao konzervans u eko
kozmetici. Koristi se obi¢no u koncentracijama 0,3-2%, Sto je puno, ali je vrlo djelotvoran
konzervans. Kompanija Lonza prodaje konzervans koji je smjesa dehidrooctene kiseline i
benzil alkohola. I dehidrooctena kiselina (DHA) je dozvoljena u eko kozmetici premda je
petrokemijski dobivena, a komercijalna smjesa Geogard 221 sadrzi 8% DHA, 87% benzilnog
alkohola i 5% vode. Koristi se u koncentracijama od 0,3-0,8% i odli¢an je konzervans, jedan
od rijetkih koji bez problema stoji uz bok parabenima i fenoksietanolu po djelotvornosti. Djeluje
na pH od 2-7. U tako malim koncentracijama, uglavnom ne predstavlja nikakav teret za
metabolizam, ¢ak i kad se primjenjuje na djeci i na relativno velikoj povrsini tijela. Dapace,
benzilni alkohol ima sposobnost smanjuje svrbez koze, Sto moZe biti korisno kod koznih tegoba
prac¢enih njime. Usprkos svemu, kao i na sve molekule, opisani su slu¢ajevi alergija na ove

proizvode, pa to ponekad treba imati na umu. Po mom iskustvu dobro djeluje ve¢ i kod 0,3%



kada relativno rijetko utjeCe na miris emulzija. Ipak, za komercijalne proizvode uobicajeno se

koristi 0,6%.
Salicilna Kiselina

Salicilna kiselina davno je izolirana iz vrbove kore i poznata je farmaceutska
supstancija. Cak ju i struénjaci rijetko vezuju uz svojstvo konzerviranja, ali ona doista jest dobar
konzervans, ve¢ u koli¢ini od 0,1-0,5% i kod pH od 4-6. Ipak, ona ima i jedno nezgodno
svojstvo, a to je keratoliticko djelovanje, odnosno svojstvo da ljusti gornji sloj koZe. Zbog toga
treba biti oprezan s njom kod osoba sa suhom 1 stanjenom koZom, ali je odlian konzervans za
proizvode namijenjene osobama s masnom kozom i aknama. Klasi¢an tonik sa salicilnom
kiselinom i dan danas se koristi za lijeCenje akni. Zanimljivo, odobren je za upotrebu u eko

kozmetici, uglavnom u sinergiji s drugim antimikrobnim tvarima.
Fenil - etil alkohol

Fenil - etilni alkohol poznati je konzervans, a sama molekula se pojavljuje u prirodnim
spojevima poput etericnog ulja ruze. On sam ima lagani, cvjetni miris koji ima miris ruZe, ali
ne kontaminira jako kona¢ni miris proizvoda. U komercijalnom emulgatoru tvrtke Sinerga pod
nazivom feniol, dolazi otopljen u kaprilil-glikolu (1,2 butan-diol), gdje ga bude 55-65%. Dodaje
ga se 0,8-1,2%. Smije ga se dodati do 1,5%, pogotovo ako raCunamo na rizik razvoja plijesni.
Vrlo sli¢an njemu je proizvod Fenicap, koji sadrZi vrlo sli¢an spoj fenil-propanol, opet otopljen
u kaprilil-glikolu. Koristi se u istoj koncentraciji kao i Feniol. Ovaj konzervans dodaje se na
kraju izrade kona¢ne emulzije. Velika je prednost ova dva alkohola $to su aktivni u vrlo Sirokom
pH spektru, od 4-8. Feniol i Fenicap mala su igra birokracije: naime, kako nisu klasificirani u
regulatornim agencijama kao konzervans, tako se njihovim koriStenjem moze deklarirati “bez
konzervansa”, premda su u biokemijski gledano — konzervansi. Premda su daleko sigurniji do
parabena, nisu sluzbeno dozvoljeni prema COSMOS regulativi, ali znaju zavrsSiti u prirodnoj

kozmetici.
Leucidal

Leucidal je potpuno prirodni konzervans. Njegova antimikrobna aktivnost pociva
djelomi¢no na antimikrobnim peptidima koje lu¢i mikroorganizam Leuconostoc kimchii
tijekom fermentacije rotkve i kupusa. Stvorila ga je mala biotehnoloska tvrtka Active

Microtechnologies. To je vodeni ekstrakt bez mirisa i boje i upoznali smo ga kod tonika. Neke
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tvrtke koje proizvode hidrolate koriste ga kao konzervans. Uobicajeno se dodaje u
koncentracijama od 2-4%, no u emulzijskim sustavima mora ga biti 3-4%. Ne smije se
zagrijavati na temperaturu vecu od 70 °C jer postaje neaktivan 1 djeluje u pH podrucju od 3-
8. Ipak, on sadrzi salicilate, u dovoljno niskoj koncentraciji da ne Steti niti jednom tipu koZe,
ali se ne koristi kod ljudi koji su alergi¢ni na salicilate. Premda je vrlo koristan za tonike,
emulzijski sustavi ipak nisu prigodni za ovaj konzervans. Slabije je djelotvoran od Geogarda
221, adruga mu je mana Sto ga ve¢ina emulgatora teSko podnosi i Cesto ¢ini emulzijske sustave
rjedima. Koristi se u kombinacijama oko 2-3% Leucidala, a malim udjelom Geogarda 221, oko

0,2-0,3%, pogotovo kada Zelimo posti¢i minimalni efekt mirisa benzilnog alkohola.

Ekstrakt sjemenki grejpa

Ekstrakt sjemenki grejpa dugo je godina bio feti§ vecine zaljubljenika u prirodnu
kozmetiku. Antimikrobno djelovanje glicerolnog ekstrakta sjemenki grejpa otkriveno je prije
Cetrdesetak godina i pripisuje se dr. Jacob Harichu, inace fizi¢aru. U sastavu mu se istiCu
flavonoidi, limonoidi, steroli, vitamin C i E i limunska kiselina. Ekstrakt sjemenki grejpa pod
komercijalnim nazivom se naziva Citricidal . Prirodni je proizvod, medutim ne§to manje
djelotvornosti. Ovisno o proizvodacu, dodaje ga se razrijedenog 1000 — 10000 puta (0,1-0,01%)
ako se radi o profesionalnom 60% ekstraktu. Premda je ekstrakt kompatibilan s ve¢inom
kozmetickih sirovina, ekstrakt nije kompatibilan s anionskim organskim spojevima . Ekstrakt
sjemenki grejpa ima jednu manu, a to je destabilizacija nekih emulzijskih sustava. Smanjuje
viskoznost 1 kreme pretvara u mlijeka, a i uniStava strukturu mnogih gelova, Sto ukljucuje 1 gel

algi, ksantanski i karbopolni gel.
Silverion

Silverion je odsjaj stare farmacije u novom ruhu. Srebro se stolje¢ima koristi u njezi koze kao
blagi antiseptik 1 kao sredstvo za poticanje regeneracije koZe. No najceSce se koristio srebrni
nitrat koji je prilicno nestabilan. Stoga je razvijen kelat iona srebra s limunskom kiselinom koji
je daleko stabilniji. Srebro je kod nas bilo popularno naj¢esce u obliku koloidnog srebra. Ima
farmaceutska industrija 1 svojih vrlina, a jedna od njih je svakako kontrola kvalitete, stoga je
Silverion uvijek reproducibilnog sastava. Njegova radna koncentracija je 0,1-0,3%. Preporuca
se da se koristi u rasponu izmedu 0,2-0,3%. Silverion ne mijenja miris emulzijskim sustavima.
Srebro kao plemeniti metal sklono je redukciji, odnosno iz kationa srebra nastaje elementarno

srebro koje se moze izluciti po stijenkama posudice. Taj proces je uvelike ubrzan svjetlom,
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stoga emulzijske sustave obavezno Cuvajte u tamnim staklenim posudicama. Usprkos tome
moze nastati sivkasti rub na povrSini emulzija zbog izluCivanja elementarnog srebra. To
ponekad neki protumace kao kvarenje kreme, premda takvo srebro nije opasno. Morate paziti i
kada radite s njim. Ako vam se Cisti Silverion prosipa po kozi, taj dan ¢e vam nastati tamne,
sivo smede mrlje na kozi. One nastaju zbog reakcije proteina (aminokiselina sa sumporom) i
srebra, prilikom Cega nastaje stabilan spoj tamne boje. Ova boja se ne da oprati s koZe (jer se
bojenje desilo u dubljim slojevima), ve¢ spontano nestane u roku nekoliko dana, taman toliko
koliko treba da se obojene stanice koZe prirodno odljuste. Srecom, ova je pojava potpuno
bezopasna i ne ostavlja trajno obojenje. Silverion je odli¢an konzervans za tonike, a nesto je
manje djelotvoran od Geogarda kod emulzija. Glavni Silverionov adut je odsustvo ikakvog

mirisa.

2.4.2. Utjecaj konzervansa na zdravlje potroSaca

Mnogi ne znaju da nam velike kozmeticke kuce Cesto nude proizvode koji su jeftino
proizvedeni i predstavljaju ih kao najnovija dostignuc¢a u njezi koze. Neki od proizvodaca cak
koriste 1 kvalitetne aktivne sastojke koje istiCu na pakiranju, ali je njihov udio u cjelokupnom
proizvodu izrazito malen. Naravno, pri tome se ne naglasavaju da se u proizvodu nalaze neke
komponente koje su potencijalno opasne. Certificirana prirodna kozmetika, za razliku od
spomenutih, brine se o ljudskom tijelu, te ga uljepSava zahvaljujuéi prirodnim sastojcima koji
naSoj koZzi nece naskoditi. Vazno je napomenuti da prirodna kozmetika, prema kojoj se cijeli
svijet u zadnjih nekoliko godina pocinje okretati, istovremeno stimulira i odrZava prirodne
funkcije koZe, te zaista brine o vaSem zdravlju. Kao konzervansi u prirodnoj kozmetici se
koriste biljna i eteri¢na ulja, propolis i prirodni alkohol, te odgovaraju¢i postupci prilikom
proizvodnje koji utjecu na trajnost proizvoda. Prirodna kozmetika ne sadrzi parafine, parabene,
silikone, umjetna bojila, naftne derivate i dr.

Konzervansi poput nekih vrsta parabena i fenoksietanola mogu utjecati na
reproduktivne sposobnosti, dok Cesto koriSten konzervans PEG (polietilen glikol) utjeCe na
stvaranje preosjetljivosti koze, kao 1 sastojci poput mineralnih ulja 1 parafina. Umjetne boje 1
pesticidi dugoro¢no uzrokuju slabljenje imunoloSkog sustava, a Cesti u upotrebi u kozmetickim
proizvodima su i silikoni koji spadaju u iznimno teSko razgradive spojeve u organizmu.
Naravno, upotreba svih njih zakonski je regulirana te su doze koje se koriste u kozmetici
dermatoloski provjerene no ono S§to ostaje nerazjasnjeno jest pitanje njihovog taloZenja u

organizmu uslijed viSegodiSnje upotrebe.
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Neki od Stetnih sastojaka koje moZemo naci u velikoj ponudi kozmetike su parabeni.
Oni se koriste kao mikrobioloski konzervansi u kozmetici, farmaceutskim pripravcima, hrani,
te predstavljaju najrasprostranjeniju grupu konzervansa. Metilparaben je toliko jak konzervans
da stvara poremecaj u aktivnosti enzima, dok butilparaben utjece na rad Zenskih spolnih organa.
Najnovija istraZivanja pokazuju da uzrokuju Zenske probleme poput endometrioze, cista na
jajnicima, PMS i menestrualnih gréeva, te poticu rast tumorskih stanica. Kod parabena je bitno
naglasiti da se oni nakupljaju u masnom tkivu u tijelu, te tamo mogu ostati 1 viSe godina. Zatim
glikol ester koji se takoder upotrebljava kao konzervans, znacajno utjeCe na ZivCani sustav i
stanice jetre. Konzervans kao Sto je EDTA izaziva jake dermatitise.

Naftni derivati, kao Sto su vazelin, petrolej, parafin i mineralno ulje koje ¢esto nalazimo
u kozmetici ( kreme, voskovi za depilaciju, dekorativna kozmetika, zaStitne kreme), a oni kreme
¢ine mazivim, omekSavaju koZu i ¢ine ju barSunastom izazivaju alergijske reakcije.

Propilenglikol je jedan od najceS¢e upotrebljivanih sastojaka u kozmetickim
pripravcima jer veZe na sebe velike koli¢ine vode i1 ima veliku mo¢ prodiranja u kozu, bolju
nego glicerin. Obzirom da se smatra da ima neurotoksicno djelovanje, preporuca se da se koristi
sigurniji butilenglikol 1 polietilenglikol.

Vro je bitno za naglasiti da sve §to nanesemo na koZu ima dovoljno sitnu molekulu da
direktno prodire u nas$ krvotok, te je iznimno bitno znati Sto proizvodi sadrze, kako bi znali Sto

nanosimo na nasu kozu kroz nase dnevne rutine.
2.5. Zakonska regulativa o primjeni konzervansa u kozmetici

Pristupanje Republike Hrvatske Europskoj Uniji za posljedicu je imalo brojne promjene
u vidu direktiva i/ili smjernica svih regulatornih organa Europske Unije, koji su postroZzili
kriterije za vrednovanje maksimalnih dopusStenih koncentracija kemijskih sastojaka u
kozmetickim proizvodima i preparatima.

Jedna od znacajnijih uredbi je Uredba br. 1223/2009 Europskog parlamenta i Vijeca o
kozmetickim proizvodima, koja za cilj ima pojednostaviti postupke i uskladiti terminologiju te
time smanjiti administrativno opterecenje i dvosmislenost. Nadalje, njome se jaCaju odredeni
elementi regulatornog okvira za kozmetic¢ke proizvode, poput unutarnjeg nadzora nad trziStem
s ciljem postizanja visoke razine zasStite zdravlja ljudi. U slu€aju ozbiljne sumnje u pogledu
sigurnosti bilo koje tvari sadrzane u kozmeti¢kim proizvodima, nadleZno tijelo drzave ¢lanice
u kojoj je proizvod koji sadrzi takvu tvar dostupan na trzZiStu, moze putem obrazloZenog
zahtjeva zatraziti od odgovorne osobe da dostavi popis svih kozmetic¢kih proizvoda za koje je
odgovoran 1 koji sadrZze tu tvar. U tom je popisu potrebno navesti koncentraciju te tvari u
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kozmetickim proizvodima. Europska komisija je donijela mnogobrojne zabrane za primjenu

konzervansa u kozmeti¢koj industriji. Uz brojne zabrane i ogranicenja koje Uredba donosi s

ciljem zaStite zdravlja ljudi posebice je naglasena uoptreba konzervansa u kozmetickim

proizvodima.

Tablica 1. Popis dozvoljenih konzervansa u kozmetici.

Red. Naziv Max dopustena koncentracija Ogram?en:]a ! Upozorenj?. na
br. zahtjevi ambalazi
Proizvodi koji se ispiru, osim proizvoda
za oralnu njegu: 2,5% (izraZeno kao
Benozojeva kiselina).
1. kiselina i Na - Proizvodi za oralnu njegu: 1,7%
sol (izrazeno kao kiselina
Proizvodi koji ostaju na kozi ili kosi
0,5% (izraZeno kao kiselina
», | Propionska 2,0 % (izraZeno kao kiselina)
kiselina i soli
i R Netorsi
3. TR 0,5% (izrazeno kao kiselina) Up ) J .| djecu ispod
kiselina i soli ispod 3god. starosti, .
. . 3god. starosti
osim za Sampone
Sorbinska . -
4, S, 0,6% (izrazeno kao kiselina)
kiselina i soli
0,2% (osim za proizvode za oralnu
5 Formaldehid i higijenu)
' Paraformaldehid | 0,1% (proizvodi za oralnu higijenu)
IzraZen kao slobodni formaldehid
Samo za proizvode
koji se ispiru.
6. Cinkov pirition | 0,5% Zabranjen u
proizvodima za
usnusSupljinu.
| kiorbutang | Proizvodi za kosu: 1.0% Zabranjen 22 Sadr¥i
' Ostali proizvodi: 0,5% klorobutanol
4- .| 0,4% (izraZeno kao kiselina) za 1 ester
hidroksibenzoje L . .
8. .. . | 0,8% (izrazeno kao kiselina) za smjesu
va kiselina, soli
. . estera
1 esterl
. Zabranjena za
9. Dehlfirogcter'la 0,6% (izrazeno kao kiselina) aerosole
kiselina i soli
10. Benzilni alkohol | 1,0%
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za istrazivanje koriSteni su slijedeci materijali:

—_—

Autoklav Systec 2540 EL, Bel-Art products, Pequannock, ZDA
Hladnjak, Gorenje, Slovenija

Inkubator WTB, Binder, Tuttlingen, Njemacka

Magnetska mjeSalica Rotamix 606 MMH — 550 MMH, Slovenija
pH metar 780, Metrohm, Herisan, Svicarska

Sabouraud bujon, Biomerieux, Marcy — Etoile, Francuska
Columbia agar, Fluka Analytical, Sigma — Aldrich, Spanjolska

TSA, Biomerieux, Marcy — Etoile, Francuska

A A

Dehidroctena kiselina, Sigma — Aldrich, Aldrichchemistry, Svicarska

—
o

. Benzojeva kiselina, Sigma — Aldrich, Aldrichchemistry, Svicarska

—
—

. Hidratantna krema s ruZom

—
[\

. Krema s tratin¢icom

—_
W

. Krema s per§inom

[E—
N

. Krema s Cajevcem
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3.2. Metode rada
3.2.1. Priprema kreme

Sirovi za odredenu kremu se odvagnu i doziraju u stroj za mijeSanje prema odredenom
redoslijedu. Postupak mijeSanja provodi se pri odredenoj temperaturi, brzini mijeSanja i
vakuumukroz odredeno vrijeme. Zapocinje laganim zagrijavanjem Kkarite ili kokosovog
maslaca kako bi se otopio. Zatim se dodaju krute, tekuce i uljne sirovine kako bi se otopile, a
smjesa postala homogena. Vrijeme mijeSanja je vrlo vazno radi nekih karakteristika samog
proizvoda, kao Sto je tekstura i viskoznost. Smjesa se zatim hladi 1 dodaju se sirovine osjetljive
na visoku temperaturu.

Sastojci hidratantne kreme s ruzom: voda, ulje badema, cvjetna vodica damascanske ruze, karite
maslac, bijeli vosak, ulje divlje ruZze, ulje alpske ruze, vitamin E, ulje avokada, benzilni alkohol,

alanin, citonelol, dehidrooctena kiselina.

Sastojci kreme s tratinicom: voda, alkoholni ekstrakt tratinCice, alkoholni ekstrakt perSina,

glicerin stearat, vitamin E, ulje slatke narance, kakao maslac, dehidrooctena kiselina.

Sastojci kreme s perSinom: voda, alkoholni ekstrakt persSina, glicerin, ulje pasiflore, glicerin

stearat, vitamin E, dehidrooctena kiselina, karite maslac, ulje smilja, benzilni alkohol.

Sastojci kreme s cajevcem: voda, glicerin, dikapril-karbonat, propilheptil - kaprilat,
ciklodekstrin, ulje Cajevca, natrij - poliakrilat, benzilni alkohol, natrij sterol glutamat, limonen,

dehidrooctena kiselina.
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3.2.2. Priprema mikrobnih kultura i uvjeti uvanja

Testiranje konzervansa Geogarda 221 provedeno je sa slijede¢im mikrobnim kulturama:
Pseudomonasaeruginosa ATCC 9027, Staphylococcusaureus ATCC 6538, Candidaalbicans
ATCC 10231 1 Aspergillusbrasiliensis (niger) ATCC 16404. PovrSina TSA ili SDA inokulirane
su sasvjezom kulturom mikroorganizama. Bakterijske kulture suinkubirane na 30 — 35 °C / 18-
24h, kultura Candidaalbicans pri 20-25 °C /48 hi A. Brasiliensis pri 20-25 °C /7 dana. Porasle
kolonije na hranjivoj podlozi su isprane sterilnom fizioloSkom otopinom i prenesene u
prikladnu posudu. Volumen suspenzije mikroorganizama se nadopuni kako bi se postiglo
108CFU/mL. Kulture A. brasiliensis ispire se s fiziolosSkom otopinom uz dodatak polisorbata
80 (0,5 g/L). Pripremljena suspenzija mikrobne kulture se zatim nacijepi kako bi se utvrdio

pocetni broj mikroorganizama. Kremi se doda 1% vol mikrobne kulture.
3.2.3. Cuvanje uzoraka i analize kreme

Za procjenu utjecaja konzervansa na prezivljavanje razli¢itih mikrobnih kultura u kremi,
pripremljeni uzorci su Cuvani pri 20-25 °C. Tijekom pohrane uzorci su analizirani 0., 2., 7., 14.

i 28. dan. Pokusi su ponovljeni tri puta.
3.2.4. Odredivanje pH - vrijednosti

pH - vrijednost je negativni logaritam koncentracije vodikovih iona u otopini.
Koncentracija vodikovih iona mjeri se pH — metrom. Elektroda pH — metra se ispire sa
destiliranom vodom i susi stanicevinom. Prije poCetka provodenja analize provodi se kalibracija
elektroda pH - metra. Princip rada je takav da se elektroda uroni u ¢aSu u kojoj se nalazi krema

1 ocita vrijednost pH.

Slika 9: pH — metar Metrohm 780.
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3.2.5. Mikrobioloska analiza uzoraka kreme

Dokazivanje prisutnosti Pseudomonas aeruginosa (HRN EN ISO 22717:2010)

U prvoj fazi ispitivanja treba uzeti prikladnu koli€inu proizvoda i dodaje se TSA agar.
Tako pripremljeni uzorak se inkubira na 30-35 ° C na 18-24 sati. Nakon inkubacije prenosi se
0,1 mL uzorka na plocu agara centrimid i inkubira na 30-35 °/18-72h C. Pojava zelenih kolonija

na TSA agaru ukazuje na prisutnost Pseudomonas aeruginosa.

Dokazivanje prisutnosti Staphylococcus aureus (HRN EN ISO 22718:2010)

U prvoj fazi ispitivanja treba uzeti prikladnu koli¢inu proizvoda i dodaje se TSA agar.
Tako pripremljeni uzorak se inkubira na 30-35 ° C na 18-24 sati. Nakon inkubacije prenosi se
0,1 mL uzorka na agar ploce s manitolom i natrijevim kloridom i inkubira se pri 30-35 °/ 18-
72h C. Rast zuckasto-bijelih kolonija okruZenih Zutom zonom ukazuje na mogucu prisutnost

Staphylococcus aureus.

Dokazivanje prisutnosti Candida albicans i Aspergillus brasiliensis (niger) (HRN EN ISO
16212:2011)

U prvoj fazi ispitivanja uzima se odgovarajuca koli¢ina proizvoda i dodaje seSabouraud
bujon s dekstrozom. Uzorak se inkubira na 30-35°C 3-5 dana. Nakon inkubacije prenosi se 0,1

mL uzorka na Sabouraud agar plocu s dekstrozom 1 inkubira se na 30-35 °C /24 — 48 h.
3.2.6. Obrada rezultata

Svi rezultati su provedeni u programu Microsoft office Excelu 2003 i prikazani su kao

srednja vrijednost u tablicama.
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4. REZULTATI

4.1. pH - vrijednosti razli¢itih krema

Tablica 2. pH - vrijednosti razli¢itih vrsta krema kojima je dodan konzervans Geogard 221 u

koli¢ini od 2mg/g.

Vrsta kreme

pH - vrijednost

Krema s perSinom 6,4
Krema s tratinéicom 6,1
Krema s Cajevcem 6,0
Hidratantna krema s ruzom 6,0
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4.2. Utjecaj Geogarda 221 na razli¢ite mikroorganizme

Tablica 3. PreZivljavanje razliCitih vrsta mikroorganizama u hidratantnoj kremi s ruzom kojoj

je dodan Geogard 221 u koli¢ini od 2mg/g.

Broj mikroorganizama CFU/g
Staphylococcus Pseudomonas Candida Aspergillus
aureus aeruginosa albicans niger
0 3,0 x 10° 2,0 x 10° 6,0 x 10° 1,0 x 10°
2 2,0 x 10? 0 5,0x 10° 1,0 x 10°
Dani
N . 7 0 0 0 0
Cuvanja
14 0 0 0 0
28 0 0 0 0
8,0
7,0
] |
= 6,0
]
X
580 *
=
g 3 4,0 !
= S
£E=30 : :
I3
o 2,0 H H
1,0 H H
0,0
0 2 7 14 28
Dani ¢uvanja
m Staphylococcus aureus B Pseudomonas aeruginosa ™ Candida albicans © Aspergillus niger

Slika 1. Promjena broja mikroorganizama u hidratantnoj kremi s ruZzom i Geogardom 221 (2

mg/g) tijekom 28 dana Cuvanja.
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Tablica 4. PreZivljavanje razli¢itih vrsta mikroorganizama u kremi s perSinom kojoj je dodan

Geogard 221 u koli¢ini od 2mg/g.

Broj mikroorganizama CFU/g
Staphylococcus Pseudomonas Candida Aspergillus
aureus aeruginosa albicans niger
0 1,2x 107 1,7 x 107 6,0 x 10° 1,0x 10°
2,5x 10 0 5,0 x 107 6,0 x 10°
Dani 15 3,2 x 10° 0 0 0
cuvanja
14 0 0 0 0
28 0 0 0 0
8,0
7,0
g 60
580
805
S &40
= o0
= 2
E<30
S
@& 20
1,0
0,0
0 2 7 14 28

Dani ¢uvanja

B Staphylococcus aureus B Pseudomonas aeruginosa ™ Candida albicans

Aspergillus niger

Slika 2. Promjena broja mikroorganizama u kremi s perSinom i Geogardom 221 (2 mg/g)

tijekom 28 dana Cuvanja.
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Tablica S. Prezivljavanje razli€itih vrsta mikroorganizama u kremi s ¢ajevcem kojoj je dodan

Geogard 221 u koli¢ini od 2mg/g.

Broj mikroorganizama CFU/g

Staphylococcus Pseudomonas Candida Aspergillus
aureus aeruginosa albicans niger
0 7,0 x 10° 2,2 x 107 3,0x 10° 1,0x 10°
0 7,0 x 10° 3,1x10* 3,0x 10°
Dani
N . 7 0 0 0 1,0 x 10?
cuvanja
14 0 0 0 0
28 0 0 0 0
8,0
7,0
ot 6,0
£
g
g @ 5,0
=
£0 40
= 2
E< 30
I3
=<} 2,0
1,0
0,0
0 7 14 28
Dani ¢uvanja
u Staphylococcus aureus ™ Pseudomonas aeruginosa = Candida albicans © Aspergillus niger

Slika 3. Promjena broja mikroorganizama u kremi s ¢ajevcem i Geogardom 221 (2 mg/g)

tijekom 28 dana ¢uvanja.
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Tablica 6. PreZivljavanje razli€itih vrsta mikroorganizama u kremi s tratin¢icom kojoj je dodan

Geogard 221 u koli¢ini od 2mg/g.

Broj mikroorganizama CFU/g

Staphylococcus Pseudomonas Candida Aspergillus
aureus aeruginosa albicans niger
0 6,0 x 10° 6,0 x 10° 6,0 x 10° 7,0 x 10°
9,0 x 10* 2,1 x 10 7,3 x 10* 8,0 x 103
Dami 15 1,3x 10* 8,0 x 10° 2,0 x 102 0
cuvanja
14 0 0 0 0
28 0 0 0 0
8,0
7,0
g 6,0
£ <
S w5
&S
28540
= &
E=30
S
@& 20
1,0
0,0
0 7 14 28

Dani ¢uvanja

u Staphylococcus aureus ™ Pseudomonas aeruginosa ™ Candida albicans

Aspergillus niger

Slika 4. Promjena broja mikroorganizama u kremi s tratin¢icom i Geogardom 221 (2 mg/g)

tijekom 28 dana ¢uvanja.
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5. RASPRAVA

Konzervansi su tvari koje se dodaju u kozmeticke proizvode kako bi sprijecile rast
mikroorganizama i sprijecile kvarenje. Ukoliko postoje i minimalni uvjeti za Zivot (vlaznost,
temperatura, izvor hrane) do¢i ¢e do rasta i razvoja mikroorganizama. Stoga kozmetika
predstavlja povoljan supstrat za mikroorganizme. Kozmeticki proizvodi bez konzervansa iako
proizvedeni u sterilnim uvjetima imali bi vrlo kratak rok trajnosti, trebali bi se transportirati u
hladnim uvjetima, a ve¢ samo otvaranje proizvoda dovelo bi do ulaska razlicitih
mikroorganizama i do kvarenja. Sve ovo govori u prilog upotrebe konzervanasa u kozmetickim
proizvodima kako bi se sprijecio rast mikroorganizama, $to moZe izazvati razgradnju samog
proizvoda, ali i infekciju koZe. Ovo je situacija u kojoj dodatak konzervansa u manjim
koncentracija je bolje rjeSenje i stvara manje Stete kozi od razli¢itih mikroorganizama i
produkata njihovog metabolizma. Osim sintetskih konzervanasa u posljednje vrijeme sve vise
se koriste prirodni konzervansi kao Sto je Geogard 221, a nemaju Stetni utjecaj na zdravlje
pojedinca. Ovaj konzervans kao aktivan sastojak sadrzi dehidroksioctenu kiselinu. Stoga je cilj
ovog rada bio je istraziti primjenu Geogarda 221 u proizvodnji krema kako bi se sprijecio rast

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans i Aspergillus brasiliensis.
5.1. pH - vrijednosti razli¢itih krema

Jedan od c¢imbenika djelovanje konzervansa, ali i za rast 1 razvoj mikroorganizama
kiselost ili alkalnost sredine, odnosno pH — vrijednost. Geogard 221 svoju aktivnost pokazuje
pri pH od 2 do 7, pri ¢emu optimalna aktivnost je u rasponu od 6 do 7.

Proizvedene kreme imale su pH u rasponu od 6,0 do 6,4, Sto odgovara vrijednosti
optimalnog djelovanja Geogarda 221 (tablica 2). NajviSa vrijednost je izmjerena kod kreme s
tratin¢icom 6,4, a ostale kreme imale su pH oko 6,0.

Svaka vrsta mikroorganizama za svoj rast zahtjeva odredenu pH — vrijednost, koje mogu
biti: optimalne (pri kojima se najbolje razvijaju), minimalne i maksimalne. Najveci broj
bakterija najbolje raste u neutralnoj do slabo kiseloj sredini u granicama pH od 6,5 do 8,0.
Kvasci i plijesni trebaju kiselu sredinu pH od 3,0 do 6,0.

Sve vrste krema svojim pH — vrijednostima ne predstavljaju idealan supstrat za pojedine
testne mikroorganizme. Pseudomonas aeruginosa najbolje raste oko 7,5 pH jedinica, Candida
albicans 1 Aspergillus brasiliensis najbolje rastu oko 4,5 pH jedinica. Kreme svojim pH

vrijednostima najbolje odgovaraju Staphylococcus aureusu koji najbolje raste od 6,0 do 7,0.
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5.2. Utjecaj Geogarda 221 na razli¢ite mikroorganizme

Geogard 221 je konzervans koji se dodaje u kozmeticke proizvode u kolicini od 0,2 do
1,0%. Za konzerviranje razliCitih vrsta krema koriStena je koncentracija od 0,2% 1 istraZen je
njen utjecaj na testne mikroorganizme tijekom 28 dana ¢uvanja na 8°C.

Staphylococcus aureus inokuliran je u koli¢inama od 3 x 10° do 1,2 x 10’ CFU/g. Broj
Zivih stanica poceo je padati ve¢ nakon 2 dana Cuvanja. Najveci pad stanica zabiljezen je u
kremi s Cajevcem (tablica 5) gdje je nakon 2 dana iznosio oko 6,85 logCFU/g 1 nakon tog
vremena vise nije izolirana niti jedna Ziva stanica (slika 3). Staphylococcus aureus najbolje je
prezivljavao u kremi s per§inom i kremi s tratin€icom (tablica 4 i 6) . U ove dvije kreme nakon
2 dana ¢uvanja pad broja stanica bio je od 1,82 do 2,60 logCFU/g, a nakon 14 dana Cuvanja
nije izolirana niti jedna Ziva stanica (slika 2 1 4).

Pseudomonas aeruginosa inokulirana je u koli¢inama od 2 x 10° do 2,2 x 10’ CFU/g.
Broj zivih stanica poceo je padati ve¢ nakon 2 dana c¢uvanja. Najveci pad stanica zabiljeZen je
u kremi s ruZom (tablica 3) i kremi s perSinom (tablica 4) gdje je nakon 2 dana viSe nije izolirana
niti jedna Ziva stanica (slika 1 i 2). Pseudomonas aeruginosa najbolje je prezivljavala u kremi
s tratin€icom (tablica 6). U ovoj kremi tek nakon 14 dana Cuvanja nije izolirana niti jedna Ziva
stanica (slika 4).

Candida albicans inokulirana je u koli¢inama od 6 x 10° do 6,0 x 10°® CFU/g. Broj Zivih
stanica poceo je padati ve¢ nakon 2 dana ¢uvanja. Najveci pad stanica zabiljezen je u kremi s
ruzom (tablica 3) i1 kremi s perSinom (tablica 4) gdje je nakon 7 dana viSe nije izolirana niti
jedna Ziva stanica (slika 1 1 2). Candida albicans najbolje je prezivljavala u kremi s tratin¢icom
(tablica 6) gdje tek nakon 14 dana Cuvanja nije izolirana niti jedna Ziva stanica (slika 4).

Aspergillus niger inokuliran je u koli¢inama od 1,0 x 10° do 7,0 x 10° CFU/g. Broj Zivih
stanica poceo je padati ve¢ nakon 2 dana ¢uvanja. Najveci pad stanica zabiljeZen je u kremi s
gotovo u svim vrstama krema nakon 7 dana kad viSe nije izolirana niti jedna Ziva stanica.
Aspergillus niger najbolje je preZivljavala u kremi s tratincicom (tablica 6) gdje tek nakon 14

dana Cuvanja nije izolirana niti jedna Ziva stanica (slika 4).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata pracenja utjecaja konzervansa Geogard 221 na testne
mikroorganizme (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans i

Aspergillus niger) tijekom Cuvanja od 28 dana moZze se zakljuciti slijedece:

1. Broj Zivih stanica testnih mikroorganizama pocinje padati ve¢ nakon 2 dana Cuvanja.

2. Geogard 221 uspjesSno reducira broj Zivih stanica u kremi ve¢ nakon 7 dana ¢uvanja.

3. Stanice testnih mikroorganizama najbolje su prezivljavale u kremi s tratin¢icom.

4. Dobiveni rezultati pokazuju ucinkovito djelovanje Geogarda 221 na razliCite

mikroorganizme 1 kada su oni prisutni u visokim koncentracijama.
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