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IZVLECEK

V diplomskem delu smo preucevali prisotnost sinteticne kemikalije, cinkovega piritiona, v
Samponih za nego problemati¢nega lasiS¢a na slovenskem trgu. Poskusali smo tudi oceniti njegov
vpliv na Cloveka in okolje preko dolo€anja njegove potencialne toksi¢nosti na treh modelnih
organizmih, ki se uporabljajo za ugotavljanje ekotoksi¢nih u€inkov kemikalij.

V teoretiCnem delu smo raziskali lastnosti in uporabo cinkovega piritiona (ZnPT) ter na podlagi
Uredbe (ES) st. 1223/2009 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 30. novembra 2009, o
kozmeti¢nih izdelkih, preucili trenutne in pretekle dovoljene koncentracije ZnPT v izdelkih za
osebno nego v Evropski uniji. V preteklosti, od leta 2009 dalje, se je njegova dovoljena vrednost
gibala med 0,1-2 %. Vse do 1. marca leta 2022, ko so na podlagi Uredbe EU §t. 2021/1902,
prepovedali nadaljnjo uporabo ZnPT v izdelkih za osebno nego, saj je bil uvrs€en v skupino
kemikalij kategorije CMR 1B. Za to kategorijo kemikalij obstaja znanstveni dokaz na poskusih na
zivalih, da je snov rakotvorna, mutagena ali strupena za razmnozevanje. Razne Studije so
pokazale na toksi¢ne vplive ZnPT na vodne organizme, s poudarkom na sinergisti¢nih toksi¢nih
vplivih ob prisotnosti drugih kemikalij. V Studijah, ki so raziskovale vpliv ZnPT na zdravje Cloveka,
pa se je izkazalo, da lahko Skoduje in zavira pravilno delovanje koznih celic, ko je ta naneSen
topicno.

V prakticnem delu smo najprej s pomocjo spletne ankete pridobili sploSne podatke o uporabi
izdelkov za nego las, o tezavah z lasiS¢em in o uporabljenih Samponih. Podatki so nam pomagali
pri nadaljnji terenski analizi pri raziskovanju prisotnosti ZnPT v Samponih na spletu in v trgovinah.
V anketi se je izkazalo, da ima kar 1/3 anketirancev tezave s prhljajem in se jih vedji delez nagiba
k uporabi izdelkov blagovne znamke Head & Shoulders, ki je ena najbolj komercializiranih znamk
za reSevanje tezav s prhljajem. Vsem navedenim znamkam Samponov anketirancev smo
pregledali sestavine, vendar prisotnosti ZnPT v nasSih trgovinah nismo zasledili. Smo pa zasledili
vsebnost ZnPT v manjSem obsegu v spletnih trgovinah.

Nato smo Zeleli preuciti Se potencialno toksi¢nost ZnPT na Zive organizme s pomocjo
eksperimentalnih metod na organizmih Allium cepa L., Lipidium in Daphnia magna ter uporabili 6
razli¢nih koncentracij ZnPT (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM in 100 uM). Pri Cebulah Allium
cepa L. je bil vpliv akutne toksicnosti pri celi¢ni delitvi opazen, saj se je skozi ves €as (3., 5. in 7.
dan) rast koreninic sorazmerno z viSanjem koncentracije zmanjSevala. Prav tako so bili opazni
izraziti toksiC¢ni ucinki ZnPT na vodne bolhe Daphnia magna, pri katerih smo Zze po 24 urah
izpostavljenosti koncentracijam mikromolarnega obmodja opazili 100 % umrljivost bolh. Med
rezultati eksperimentalnih metod je odstopal test na vrtno kreSo Lipidium, saj smo v Casu
izpostavljenosti ZnPT (48 in 72 ur) opazili zaviralni u€inek rasti pri najvisji in najnizji koncentraciji
(100 uM in 1 nM), pri ostalih dolzinah poganjkov pa ni bilo opaznega zaviranja rasti, temvec je bila
rast celo zelo uspesna.

Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo, da je bila prepoved uporabe ZnPT v
kozmeti¢nih izdelkih ucinkovita, hkrati pa tudi upraviCena, saj tudi nasi eksperimentalni rezultati
kazejo na njegov akutni toksi¢ni ucinek v vodnih okoljih.

Kljuéne besede: cinkov pirition, kozmeti¢ni izdelki, toksi¢nost, prhljaj, vodna okolja
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ABSTRACT

In our thesis, we studied the presence of a synthetic chemical, zinc pyrithione, in shampoos for
the care of problematic scalp on the Slovenian market. We also tried to assess its impact on
humans and the environment by determining its potential toxicity on three model organisms used
to assess the ecotoxic effects of chemicals.

In the theoretical part, we investigated the properties and use of zinc pyrithione (ZnPT) and, on
the basis of Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament and of the Council of 30
November 2009 on cosmetic products, examined the current and past permitted concentrations
of ZnPT in personal care products in the European Union. In the past, since 2009, its permissible
value has ranged from 0.1 to 2%. This changed on 1%t March 2022 when ZnPT was banned from
further use in personal care products on the basis of EU Regulation No 2021/1902, as it was
classified as CMR category 1B chemicals. For this category of chemicals, there is scientific
evidence in animal experiments that the substance is carcinogenic, mutagenic or toxic for
reproduction. Various studies have shown toxic effects of ZnPT on aquatic organisms, with
emphasis on synergistic toxic effects in the presence of other chemicals. However, studies
investigating the impact of ZnPT on human health have shown that it can damage and inhibit the
proper functioning of skin cells when applied topically.

In the practical part of the thesis, we first obtained general data through an online survey on the
use of hair care products, scalp problems, and shampoos used. The data helped us in further
fieldwork, in researching the presence of ZnPT in shampoos available both online and in stores.
In the survey, it turned out that as many as 1/3 of respondents have problems with dandruff and
a significant part of them tend to use products from the Head & Shoulders brand, which is one of
the most commercialized brands for solving dandruff problems. We checked the ingredients of all
the shampoo brands listed by the respondents and we did not find the presence of ZnPT in our
stores. However, we found the presence of ZnPT to a lesser extent in online stores.

We then wanted to investigate the potential toxicity of ZnPT to living organisms using experimental
methods on Allium cepa L., Lipidium and Daphnia magna, using 6 different concentrations of ZnPT
(1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 yM and 100 pM). In Allium cepa L. onions, the effect of acute
toxicity on cell division was observed as root growth decreased proportionally with increasing
concentration over time (day 3, 5 and 7). In addition, pronounced toxic effects of ZnPT on Daphnia
magna water fleas were observed, with a 100% flea mortality rate observed as early as 24 hours
after exposure to micromolar range concentrations. Among the results of the experimental
methods, the test on the garden crest Lipidium differed, because during the exposure to ZnPT
(after 48 and 72 hours) we observed a growth inhibitory effect at the highest and lowest
concentration (100 uM and 1 nM), while in other shoot lengths there was no noticeable growth
inhibition; growth was, in fact, very successful.

Based on the obtained results, we can conclude that the ban on the use of ZnPT in cosmetic
products was effective and at the same time justified, as our experimental results also indicate its
acute toxic effect in aquatic environments.

Key words: zinc pyrithione, cosmetics, toxicity, dandruff, aquatic environments
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1 UVOD

Dandanes so socialna omrezja postala pogosto uporablijena med vecino populacije na Zemlji,
preko katerih se izmenjujejo novice oziroma informacije ne le o Zivljenjskih slogih, temvec¢ tudi o
uporabi raznih izdelkov. Med temi izdelki so pogosto omenjeni izdelki za osebno nego oziroma
kozmeticni izdelki, ki jih potroSniki pogosto uporabljamo kot zaupanja vredne in popularne. Izdelki
za osebno nego in kozmeti¢ni izdelki so zmesi kemikalij, med katerimi poznamo tiste, ki so
dokazano varne za uporabo, v poplavi vseh izdelkov in kemikalij pa seveda lahko najdemo tudi
tiste, ki predstavljajo tveganje za zdravje ljudi, pa tudi za okolje.

Sicer se zakonodaja na podrocju kozmetike v zadnjih letih zaostruje oziroma izboljSuje v prid
uporabnika, a e vedno lahko zasledimo v dolo€enih skupinah izdelkov tudi nezaZelene kemikalije
oz. kemikalije, katerih uporabo Ze povezujemo z nekim tveganjem za zdravje ljudi ali okolja. Na
splosno je lahko vsebnost doloCene kemikalije v kozmeti¢nih izdelkih prepovedana, lahko je
omejena glede na koncentracijo v posameznih izdelkih, lahko pa je postopek omejevanja uporabe
kemikalije Se v postopkih ocenjevanja. Uredba (ES) §t. 1223/2009 Evropskega parlamenta in
Sveta z dne 30. novembra 2009 o kozmeti¢nih izdelkih (UL L 342 22.12.2009, str. 59) je glavni
zakonodajni okvir za kozmeti¢ne izdelke, ki so dani na trg v Evropski uniji. Ta uredba uvaja pravila,
s katerimi morajo biti skladni vsi kozmeti¢ni izdelki, dostopni na trgu, da se zagotovi delovanje
notranjega trga in visoka raven varovanja zdravja ljudi.

Ena od mnogih uporabljenih kemikalij v industriji za osebno nego je tudi cinkov pirition (ZnPT). Ta
sinteticna kemikalija se je do nedavnega uporabljala kot glavna ucinkovina za ve€ vrst koznih
tezav — dermatitis, prhljaj, luskavico (psoriaza), ekceme, liSaje, glivice, suho kozo, atopijski
dermatitis itd. Poleg pogoste uporabe v kozmetiki se je ZnPT aktivno uporabljal tudi kot barvilo za
zunanjo uporabo za zascito pred plesnijo in algami, saj je njegova topnost v vodi zelo nizka. Ker
se ZnPT pod vplivom ultravijoli¢nih Zarkov zelo po€asi razgrajuje, se je pogosto uporabljal tudi za
ladijske premaze, saj je premaz zdrzal vec€ let. Z leti so razliCne Studije pokazale na toksicni
potencial ZnPT, zato se njegova uporaba v EU postopoma omejuje oz. celo prepoveduje
(Medmrezje 1).

1.1  Namen in cilji

Namen diplomskega dela je bil preuciti uporabo cinkovega piritiona (ZnPT) v izdelkih za osebno
nego in kozmetiki, s poudarkom na izdelkih za nego las, ter oceniti njegovo potencialno toksi¢nost.

Specifi¢ni cilji diplomskega dela so bili:

- ugotoviti, ali oz. kako pogosto lahko ZnPT e najdemo v izdelkih za nego lasis¢a;

- preveriti pogostost uporabe specifi¢nih izdelkov za nego las ter ovrednotiti potencialno
uporabo ZnPT;

- preveriti ozaveS€enost uporabnikov glede prisotnosti in pomena ZnPT in kemikalij v
izdelkih za nego las;

- zrazliénimi eksperimentalnimi in vitro pristopi preuciti njegov toksi¢ni potencial, predvsem
na vodna okolja.
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1.2 Hipotezi

Pred pri¢etkom dela smo si postavili dve delovni hipotezi:

H1: Cinkovega piritiona v izdelkih za nego las ne najdemo ve¢ pogosto in je prisoten v manj
kot 20 % vseh pregledanih izdelkov, ki so v uporabi.

H2: Cinkov pirition povzro€a akutne toksi¢ne ucinke na izbranih testnih organizmih in njegov
vpliv s koncentracijo narasca.
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2 CINKOV PIRITION

Cinkov pirition (v nadaljevanju ZnPT) je sinteti¢na kemikalija, ki se uporablja ze od tridesetih let
prejSnjega stoletja. Prvotno se je uporabljal kot antibakterijsko in protiglivicno sredstvo,
najpogosteje v povezavi s koznimi tezavami oz. boleznimi ljudi. Njegova primarna nemedicinska
uporaba pa je kot sestavina zunanjih barv za zas¢ito pred plesnijo in algami (Medmrezje 2).

Kemijsko je ZnPT kompleks, sestavljen iz cinkovih (2+) ionov in piritionskih ligandov. Ligandi so
vezani na cinkove ione prek kisikovih in Zveplovih srediS¢. Znacilnost ZnPT je, da v trdnem
agregatnem stanju tvori simetri¢ni dimer. To pomeni, da sta v kompleksu povezani dve enaki
molekuli (Drugbank). V naravi ga najpogosteje najdemo kot mineral sfalerit (Pubchem). Fizikalno-
kemijske lastnosti ZnPT so podane v Preglednici 1.

Pokazano iz ve¢ Studij ima ZnPT 3e eno pomembno fizikalno-kemijsko lastnost. Ta lastnost je
fotodegradacija. To pomeni, da se pri izpostavitvi UV-svetlobi pricne relativno hitro razgrajevati
(Dallas in sod., 2018) zaradi procesa, imenovanega fotoliza, z razpolovnim ¢asom 8,3 = 0,9 minut
v umetni morski vodi (Marcheselli in sod., 2010).

ZnPT je nagnjen k fotodegradaciji Se posebej takrat, kadar je izpostavljen valovnim dolzinam med
320 in 355 nanometri. Raziskave so pokazale, da ima ZnPT v sterilni morski vodi kratko
razpolovno dobo, ki znaSa le 7 do 8 minut, ko je izpostavljen sonéni svetlobi, vendar pa lahko
ostane stabilen tudi ve¢ kot 48 ur v temnih pogojih (Soon in sod., 2019). Globina morske vode
prav tako vpliva na degradacijo ZnPT. ZnPT se hitreje razgrajuje na plitvejSih globinah morske
vode, pri ¢emer se razpolovna doba povecduje, ko se globina morske vode povecuje. Pri globini
morske vode, vecje od 2 metrov, ni bila opazena vecja fotodegradacija, kar kaze, da ostane ZnPT
stabilen pri vecjih globinah, kjer je prodor sonéne svetlobe omejen (Soon in sod., 2019).
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Preglednica 1: Fizikalno - kemijske lastnosti ZnPT (MedmreZje 3; MedmreZje 4)

FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI

Ime Cinkov Pirition (ZnPT)
Molekularna Ci10HsN202S2Zn
formula
Molska masa 317,7 g/mol
Videz a) oblika: fini prah
b) barva: bez
Vonj Brez
Talis¢e 267 °C
Vrelisce / 0z. razpade
Gostota

1,76 g/cm3 pri 20,1 °C

Topnostvvodi |, 40493 g/f pri 20 °C

\ 2 f—;?_,{}\ | /
Kemijska '_z_q' ‘
struktura R N

= \0 —

Vir slike: PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

&8

_ akutna strupenost _ snovi, ki so jedke za kovine
_ zelo strupeno (smrtno) _ jedko (povzroca hude opekline
_ strupeno koiein po'ikodbe ocf)

_ hude poskodbe oci

- ®

_ povzrocitelj preobcutljivosti dihal

_ okolju nevarno _ mutageno

_ akutna strupenost za vodno _ rakotvorno

okolje _ strupeno za razmnozevanje

_ kronicna strupenost za vodno _ SIrUPENO za posamezne organe
okolje _ nevarnost pri vdihavanju
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2.1 ZnPT v kozmetiki

V kozmeti¢ni industriji se cink in njegove soli uporabljajo Ze dolgo ¢asa in v razli¢nih kategorijah
izdelkov. V preteklosti je bil ena od najpogosteje uporabljenih cinkovih soli cinkov pirition, ki se je
uporabljal Ze od leta 1930 (Pinto, 2021).

Cink, tako v elementarni obliki kot v oblikah soli, se Ze stoletja uporablja v terapevtske namene.
Topi€ni pripravki, kot so cinkov oksid, kalamin ali cinkov pirition (ZnPT), se uporabljajo kot
pomirjujoCa sredstva ali kot aktivna sestavina Samponov proti prhljaju (Gupta in sod., 2014). ZnPT
pa se je zaradi svojih antibakterijskih, protimikrobnih in protiglivi¢nih lastnosti pogosto uporabljal
za zdravljenje prhljaja, seboroiCnega dermatitisa (vrste prhljaja), psoriaze (luskavice) ter kot
negovalno sredstvo in kot konzervans v kozmetiki (Gallagher, 2020; Pinto, 2021).

2.1.1 Luskavica

Luskavica je pogosta, dolgotrajna (kroni¢na) kozna bolezen, ki povzro€a izpusc€aje s srbecimi,
luskastimi madezi, najpogosteje na kolenih, komolcih, trupu in lasiS¢u (Medmrezje 5).

Cinkov pirition lahko deluje kot pozitivna u€inkovina pri dolo€enih vrstah dermatitisa in luskavici.
Dokazali so, da je krema z 0,25-% vsebnostjo ZnPT lahko zelo ucinkovita pri zdravljenju
lokalizirane plakaste psoriaze. |zraz »lokalizirana plakasta psoriaza« se nanasa na lise psoriaze,
ki so omejene na dolo¢ena podrocja koze. Ugodni ucinki cinkovega piritiona so bili pripisani
njegovemu antiproliferativnemu delovanju. To pomeni, da je cinkov pirition lahko zaviral hitro rast
in razmnozevanje koznih celic, ki prispevajo k nastanku plakov psoriaze (Gupta in sod., 2014).
étudije so pokazale, da se v izdelkih za topi¢ni nanos, ki vsebujejo 0,25-% ZnPT, le-ta lahko
uporablja kot u€inkovina proti luskavici (Sadeghian in sod., 2011).

2.1.2 Prhljaj

Prhljaj je stanje koze, ki predvsem vpliva na lasi§¢e. Simptomi prhljaja so lus€enje povrhnje koze
in v€asih blago srbenje. HujSa oblika tega stanja se imenuje seboroi¢ni dermatitis (Medmrezje 6)
in pomeni kroni¢no obliko ekcema. Vklju€uje vnetje koZe in je pogosto povezan z rdecico,
srbenjem in mastnimi ali luskastimi madezi na lasiS€u, obrazu in drugih delih telesa (Medmrezje
7).

ZnPT lahko zavira rast kvasovk, ki so glavni dejavnik prhljaja. Zato ga najdemo v mnogih
Samponih, ki so namenjeni negi lasiS€a s prhljajem, saj ima protiglivicno, protibakterijsko in
protimikrobno delovanje, kar pomeni, da lahko uni€i glivice, bakterije in mikroorganizme, ki
prispevajo k srbe€emu in luskastemu lasis¢u (Medmrezje 8).

Studije so pokazale, da ima ZnPT negovalni uginek proti prhljaju. Ze v $tudiji leta 1985 se je
pokazalo postopno zmanjSevanje prhljaja na strani lasiS€a, kjer se je uporabljal Sampon z
vsebovanim cinkovim piritionom v koncentraciji 1 %, v primerjavi z drugo stranjo lasi$¢a, kjer so
uporabljali placebo Sampon (brez ZnPT) (Marks in sod., 1985). Prav tako so v raziskavi Gupta in
sod. (2014) ugotovili, da cinkov pirition v Samponih s koncentracijo 1 % omogoca zdravljenje
seboroinega dermatitisa, saj ima citotoksi¢no delovanje (substanca ali proces, ki deluje toksi¢no
na celico — zaviranje rast) na vrste kvasovke (Pityriasis versicolor), ki so povezane s prhljajem, ter
pomaga pri lajSanju simptomov. Poleg tega je ZnPT pokazal, da preprecuje ponavljajoce tezave,
povezane s prhljajem, kot so lus¢enje, srbenje in drazenje (Gupta in sod., 2014).

Izkazalo se je, da ima cinkov pirition prav tako pozitivhe ucinke na vrsto kvasovke Malassezia, ki
se pogosto pojavljajo pri tezavah s prhljajem in seboroi¢nim dermatitisom. UCinkovit je predvsem,
Ce se ga nanese direktno na to€no doloCena mesta koze, kjer te kvasovke prebivajo, kot so
povrSina lasiS€a in lasni mesi¢ki (Mangion in sod., 2021).
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2.2 ZnPT in zakonodaja

ZnPT je dokazan kot ¢loveku dobra uc€inkovina za specifi¢ne vrste koznih tezav. Vendar se je z
leti njegova uporaba v kozmeti¢ni industriji zmanjSevala v skladu z EU zakonodajo. V skladu z
Uredbo (ES) st. 1223/2009 je bila sprva uporaba ZnPT omejena; dokonéno pa se je uporaba
omejila tudi na podlagi Uredbe EU st. 2021/1902, ko se je njegova uporaba po marcu 2022 v
kozmeti¢nih izdelkih prepovedala (Slika 1).

V Evropski uniji (EU) se je priCelo razvijanje zakonodaje na podroc¢ju kemikalij okoli leta 1960, kjer
je skupnost sprejela direktivo o klasifikaciji, pakiranju in oznafevanju nevarnih spojin ter
nadgradila poudarek na sami nevarnosti kemikalij. Nato je bila leta 2007 sprejeta Uredba (ES) $t.
1907/2006 — Registracija, evalvacija, avtorizacija in omejevanje kemikalij (REACH) za izboljSanje
zakonodajnega okvira o kemikalijah EU (Stumberger, 2010) (REACH). Cilji Uredbe REACH so
izboljSanje varovanja zdravja ljudi in okolja pred tveganji kemikalij, okrepitev konkuren&nosti
kemijske industrije EU in spodbujanje alternativnih metod za oceno nevarnosti snovi, da bi se
zmanj3alo Stevilo testiranj na Zivalih (ECHA).

Nedolgo po sprejetju REACH se je sprejela tudi Uredba $t. 1223/2009 Evropskega parlamenta in
sveta z dne 30. novembra 2009 o kozmeti¢nih izdelkih (Uredba 1223/2009), ki med drugim
dovoljuje, omejuje ali prepoveduje uporabo dolo€enih kemikalij v kozmetiCnih izdelkih. Glede
ZnPT je Uredba St. 1223/2009 leta 2009 najprej zastavila omejitve kemikalije ZnPT v kozmetiénih
izdelkih. Dovoljene vrednosti so bile najve¢ 1 % samo za izdelke, ki se izperejo, kot je Sampon za
lase. V ostalih izdelkih, ki se ne uporabljajo za usta, pa najvec 0,5 %. V izdelkih, ki so namenjeni
lasem in se jih ne odstranjuje, pa je dovoljen le 0,1 % te sestavine (Regulation (EC) No 1223/2009,
Medmrezje 9).

Leta 2014 pa vse do 2018 je SCCS (angl. Scientific Committee on Consumer Safety) zagovarjal
mnenje, da je ZnPT v koncentracijah vse do 2 % v izdelkih za nego las za izpiranje varen za
uporabo kot sredstvo proti prhljaju. Dne 14. septembra 2018 pa je Odbor za oceno tveganj pri
ECHA sprejel mnenje, v katerem je predlagal usklajeno razvrstitev in oznacevanje ZnPT kot snovi
CMR (Carcinogenic, Mutagenic, Reprotoxic) pod kategorijo 1B, ki ponazarja kemi¢ne snovi, za
katere obstajajo znanstveni dokazi na Zivalih, da so rakotvorne, mutagene ali strupene za
razmnozevanje na ravni EU v skladu z Uredbo (ES) st. 1272/2008. Skladno z uredbo EU o
kozmetiki (Uredba (ES) st. 1223/2009) je uporaba snovi CMR v kozmeti¢nih izdelkih prepovedana,
razen ¢e so izpolnjeni doloCeni pogoji, vkljuéno s pogoiji, da ni na voljo ustrezne alternative (kot je
dokumentirano v analizi alternativ) in da je bila snov ocenjena in ugotovljena kot varna s strani
SCCS (Pinto, 2021;Medmrezje 9).
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Dne 29. oktobra 2021 je bila objavljena Uredba Komisije (EU) 2021/1902 v Uradnem listu
Evropske unije, ki je vkljuCevala spremembe v Prilogi Il, 11l in V Evropske uredbe o kozmetiki (St.
1223/2009). Te spremembe so privedle do izbrisa cinkovega piritiona iz Priloge Il in Priloge V,
kjer je bil dovoljen kot konzervans v nekaterih kozmeti¢nih izdelkih, vkljuéno z izdelki za nego las.
SCCS je sicer potrdil njegovo varnost, vendar ni bilo dokazano, da ni na voljo ustreznih alternativ
za izdelek proti prhljaju v izpiralnih izdelkih za lase. Ker je bil ZnPT dodan na seznam snovi, ki so
prepovedane v kozmeti¢nih izdelkih, je od 1. marca 2022 dalje ZnPT prepovedano uporabljati v
kozmeticnih izdelkih, ki so na voljo na trgu EU (Pinto, 2021; Medmrezje 10).

r‘ E C H A O nas Kontakt Delovna mesta

EUROPEAN CHEMICALS AGENCY

ZAKONODAJA POSVETOVANJA INFORMACDE O KEMIKALIJAH PODPORA

ECHA > Informacije o kemikalijah EUCLEF > Cosmetic Products Regulation, Annex II - Prohibited Substances

Cosmetic Products Regulation, Annex II - Prohibited Substances

RELEVANT LEGISLATION

EU. Prohibited Substances: Annex II, Regulation 1223/2009/EC( n Cosmetic Products, as amended by Regulation (EU)

2022/1531, OJ L 240, 16 September 2022 = Cosmetic Products Regulation

This list contains substances which are banned from use in any cosmetic products marketed for sale or use in the
European Union.

Pyrithione zinc

EC / List no: 236-671-3 CAS no: 13463-41-7

Ref No. 1670

Product type, body parts All cosmetic products
Maximum Threshold 0%

Notes Applies from 1 March 2022

Slika 1: Cinkov pirition (ZnPT) kot prepovedana substanca na seznamu ECHA (Medmrezje 11)
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2.3 Vplivi ZnPT na zdravje okolja

Poznano je, da je cinkov pirition vsestranska kemikalija, ki ni samo sestavni del raznih Samponov
proti prhljaju, ki se po uporabi izpirajo v odtok oz. komunalne odpadne vode. Hkrati se uporablja
v drugih izdelkih, med katerimi so tudi barve za prepreCevanje nastanka oblog oziroma
organizmov na povrsinah, ki so izpostavljene vodi, npr. na ladjah. Med te obloge sodijo alge,
bakterije, glive in Skoljke.

Zaradi te izpostavitve vodnim okoljem pa obstajajo skrbi glede vpliva ZnPT na okolje.

Ker se ZnPT Se zmeraj v veliki meri uporablja v kozmeti¢ni industriji v ZDA, so koli¢ine te
kemikalije, ki odteka iz gospodinjstev ali drugih dejavnosti do Cistilnih naprav lahko velike in
posledi¢no vplivajo na mikroorganizme v Cistilnem sistemu (Bays in sod., 2020). Zato so s Studijo
pokazali, da ZnPT v &istilnih napravah (CN) ne predstavlja ve&jega bremena za delovanje
sistemov CiSCenja, saj se preden doseze mikroorganizme (MO), za katere je nevaren, ze vedji
delez razgradi v neznane spojine ter v okolje preide le v majhnem delezu (2,3-5,9 %) (Bays in
sod., 2020).

Bolj problematiCen pri izpostavitvi vodnemu okolju je direkten prenos kemikalije prek raznih
premazov, barv, obladil, Cistil ipd. V sladkovodnem okolju se ZnPT sicer hitreje razgradi in je
posledi¢no tveganje manjSe, je pa zato slanovodno okolje toliko bolj na udaru (Bays in sod., 2020).

Ceprav v CN morda res ni vegjih tveganj za $kodo MO, se je treba zavedati vpliva ZnPT na Zive
organizme v ekosistemu, ki niso konstantno pod nadzorom &loveka, in kako lahko to nanje vpliva.
V Studiji so raziskali vpliv ZnPT na imunske celice podgan, ko so izpostavljene tej kemikaliji, in
vpliv ZnPT, ko so podgane izpostavljene oksidativnemu stresu. Oksidativni stres je bioloSki
proces, ki se pojavi v telesu, ko prevladujejo prosti radikali oziroma nestabilne molekule, ki lahko
poskodujejo druge celice, beljakovine, mas€obe in celo DNK. Obi¢ajno so prosti radikali
uravnotezeni z antioksidanti oziroma molekulami, ki lahko nevtralizirajo proste radikale (Oyama in
sod., 2012). Rezultati so pokazali, da podgane, ki so bile v nevtralnem stanju izpostavljene nizki
koncentraciji (3 yM) ZnPT, niso pokazale citotoksiCnega ucinka, kar pomeni, da kemikalija ni
povzrocila Skode ali smrti celic podgan. Za nastanek oksidativhega stresa pri podganah so
uporabili kemikalijo H2O. (vodikov peroksid). Pri podganah z oksidativnim stresom, ki so bile
izpostavljene $Se nanomolarnim koncentracijam (10 nM ali ve€) ZnPT, pa so rezultati pokazali
poveCano smrtnost imunskih celic. V tem primeru lahko govorimo o sinergi¢nem ucinku. To
pomeni, da je bil njihov skupen vpliv na celice vedji, torej postane ZnPT bolj strupen v kombinaciji
s kemikalijami, kot je H2O2, ki povzro€ajo oksidativni stres. Ti rezultati nam povedo, da ima lahko
ZnPT, ki se izlo¢a iz ladijskih premazov ali drugih virov citotoksi¢ne vplive na vodno okolje, Se
posebej, ko je med organizmi prisoten oksidativni stres (Oyama in sod., 2012).

V Studiji Bao in sod. (2014) so zaznali podobne sinergi¢ne lastnosti ZnPT. Tokrat so raziskovali
hkratne prisotnosti ZnPT in bakra (Cu), saj se njuna kombinacija pogosto uporablja na trupih ladji
v obliki premazov za prepre€evanje rasti organizmov, kot so alge in Skoljke. Za testne organizme
so izbrali ceponozne rake (Tigriopus japonicus), saj so del ekosistema v obalnem morskem okolju,
kjer je prav tako vecja uporaba premazov proti obras¢anju. Izvedena sta bila akutni in kroni¢ni test
na omenjenih morskih organizmih, kjer so rezultati pokazali moéne sinergi¢ne toksiéne uginke. Ze
nizke koncentracije Cu v prisotnosti ZnPT so pokazale dramati¢no poveano smrtnost
organizmov. Rezultati kroni¢ne izpostavljenosti so pokazali, da lahko kombinacija ZnPT in Cu
povzro¢a hude poskodbe ceponoznih rakov, vkljuéno s pove€ano smrtnostjo li¢ink in z zamikom
v razvoju. Ta sinergija je delno posledica reakcije med Cu in ZnPT, kjer nastane bakrov pirition
(CuPT), ta pa ima bolj strupene lastnosti od ZnPT (Bao in sod., 2014).
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Poleg uporabe premazov za ladje proti obras€anju v morskem okolju se ti premazi prav tako
uporabljajo na plovilih, izpostavljenih sladkovodnim okoljem, kot so reke in jezera. Taka vodna
okolja so habitat mnogih organizmov, med katerimi je tudi riba zebrica (Danio rerio), ki je bila
uporabljena v raziskavi Zhao in sod. leta 2020. V raziskavi so ugotavljali, ali ZnPT vpliva na
delovanje jeter rib zebric, ki so bile izpostavljene kemikaliji tri tedne. Jetra so pomemben del
organizma, ki vsebujejo metabolite oziroma molekule, ki sodelujejo v razliénih presnovnih
procesih. Ti procesi omogocajo razstrupljanje Skodljivih snovi, presnovo hranil (ogljikovih hidratov,
mascob in beljakovin) za proizvodnjo energije in za proizvodnjo Zol€a, ki pa pomaga pri prebavi.
Ugotovitve so razkrile pomembne spremembe v presnovi jeter, izpostavljenih ZnPT, pri Eemer so
zaznali spremembe pri 172 snoveh v jetrih. Nastala Skoda se je prav tako odrazala v tem, kako
so jetra obdelovala sladkorje in energijo. Pomemben del raziskave je pokazal, da se je negativen
vpliv razlikoval glede na spol ribe zebrice, saj so bila jetra samcev bolj prizadeta od samic. Ti
rezultati sprememb kazejo, da ZnPT lahko potencialno moti normalne presnovne procese vodnih
organizmov (Zhao in sod., 2020).

Soon in sod. (2019) so v svoji raziskavi potrdili, da se ZnPT na son¢ni svetlobi, ki oddaja UV-
Zarke, razgrajuje. Omenjajo tudi, da se lahko ZnPT kemi¢no preoblikuje v prisotnosti drugih
kovinskih ionov in je deleZzen procesov biodegradacije in hidrolize. Biodegradacija in hidroliza sta
bioloSka in kemi€na procesa, pri katerih se ZnPT lahko razgradi, pri tem pa nastajajo razli¢ni
metaboliti. Ti metaboliti so nove spojine s svojimi lastnostmi, te lastnosti pa so lahko toksi¢ne ali
stabilne. Ceprav ima ZnPT v odvisnosti od globine in motnosti vodnega okolja moznost
razgradnje, se v nasprotnem primeru lahko nabira v vodnih stolpcih ali sedimentih, ¢e se nahaja
v globini ali pa je vodno telo motno do te mere, da UV-zarki ne prodirajo dovolj globoko. Znano je,
da ZnPT deluje toksi¢no na Sirok spekter morskih organizmov, vkljuéno z algami, Skoljkami,
morskimi jezki, mnogoscetinci, rakci in ribami, saj se vplivi kazejo ze pri zelo nizkih (mikro)
koncentracijah (Soon in sod., 2019).

Je pa treba upostevati, da se organizmi med seboj drasticno razlikujejo in s tem ZnPT ne
predstavlja vsem organizmom enako velikega tveganja. V raziskavi Nunes in sod. (2015) so
testirali vpliv ZnPT na ribo gambuzijo (Gambusia holbrooki) po kratki izpostavljenosti (96 ur).
Izkazalo se je, da je ZnPT vplival na spremembe tkiv v jetrih in Skrgah ribe, ampak so bile te
spremembe vse reverzibilne. Prav tako nakazuje, da oksidativni stres morda ni glavni toksi¢ni
uc€inek izpostavljenosti kemikaliji ZnPT (Nunes in sod., 2015).

Prav zato so potrebne Se nadaljnje natanCne raziskave za celovito razumevanje tveganja ZnPT
za organizme, predvsem pa za vodne organizme, ki so lahko veckrat izpostavljeni izdelkom z
vsebnostjo ZnPT. Kot pravijo Studije, je treba razumeti toksi¢ne mehanizme ZnPT in oceniti u€inke
kemikalije, ki ima vpliv na razli€ne organizme v realnih pogojih. Zaradi uporabe ZnPT v premazih,
izdelkih za osebno nego in drugih virov lahko uporaba teh produktov neposredno prenese
kemikalijo v vodna okolja, kar predstavlja skrb ter ekotoksikoloSke ucinke za vodne ekosisteme
(Nunes in sod., 2015).
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2.4 Vplivi ZnPT na zdravje ljudi

Cink je mikroelement, ki je klju€en za razlicne funkcije koze, vkljuéno z vzdrzevanjem zascitne
koZne pregrade, regulacijo vnetnih in protimikrobnih odzivov ter spodbujanjem celjenja ran
(Lamore in sod., 2011). Cinkov pirition se pogosto uporablja v razli¢nih izdelkih za zdravstveno in
kozmeti¢no nego koZe kot uginkovina proti nekaterim tezavam, kot sta luskavica in prhljaj. Ceprav
se Siroko uporablja in velja za koristnega pri tezavah s koZo, imamo Se vedno omejeno znanje o
njegovi morebitni toksi¢nosti za kozZne celice.

Pri dermalni izpostavitvi ¢loveskih koznih celic so se na limfocitih (vrsti belih krvni¢k) izkazali
toksi¢ni u€inki. Najvi§ja koncentracija 1000 nM prisotnega ZnPT je povzrocila rahlo drazenje, a pri
isti koncentraciji ni bilo zaznanih genotoksi¢nih ucinkov (poSkodbe genetskega materiala) ali
vplivov na proces, v katerem se celice razmnozujejo ali delijo (proliferacija). Pri koncentraciji nad
500 nM je bilo opaznih ve¢ uginkov. Opazili so povelanje sprosCanja encima (laktat
dehidrogenaze), kar lahko nakazuje na poSkodbo celic, saj se ta encim spros¢a iz poskodovanih
celic. Opazni so bili tudi oksidativni stres, zmanjSana zivljenjska doba celic, po¢asnejSa delitev
celic (zmanjSan mitotski indeks) in zaznali so kopi¢enje prekomerne koli¢ine cinka znotraj celic,
kar jih lahko poskoduje ali celo unici, moti delovanje encimov, povzro€i oksidativni stres, moti
prenasanje signalov do celic ter lahko zavira imunski sistem. Te ugotovitve nakazujejo, da ZnPT
lahko povzrogi toksi¢ne ucinke na ¢loveske celice, Se posebej v visjih koncentracijah (Guner in
sod., 2020).

V Studiji Rudolf in sod. (2011), kjer so ugotavljali u€¢inke ZnPT na fibroblaste (vrsto koznih celic),
so prisli do podobnih ugotovitev. Po 24-urni izpostavljenosti se je pokazalo, da pri visjih
koncentracijah ZnPT (500 nM in ve¢€) sprozi oksidativni stres, zaznali so poSkodbe DNK in kot
odgovor na stres so se aktivirale poti celic, ki so del obrambnega mehanizma. Ti u€inki pa lahko
vodijo v celi€éno smrt. Pri nizji uporabljeni koncentraciji (125 nM) pa so opazili, da ni povzrocila
oksidativnega stresa ali poSkodb DNK, a je imela vpliv na prezgodnje staranje celic. Na podlagi te
Studije lahko trdimo, da izpostavljenost doloCene vrste koznih celic (fibroblastov) razli¢nim
koncentracijam ZnPT lahko privede do celi€ne smrti ali prezgodnjega staranja celic (Rudolf in
sod., 2011).

Cloveska koza je sestavljena iz ve¢ plasti. Zunaniji sloj Sloveske koze — povrhnjica (epidermis) ima
klju¢no vlogo kot zaSc&itna pregrada pred razli¢nimi okoljskimi dejavniki, med katere spadajo tudi
kemicni, fizicni in bioloski dejavniki (Lamore in sod., 2009). V Studiji so ugotovili, da Ze zelo nizke
koncentracije ZnPT (nanomolarno obmocdje) povzro€ijo visoko stopnjo obdcutljivosti ¢loveskih
koznih celic keratinocitov in melanocitov. To pomeni, da ZnPT sprozi mofan odziv toplotnega
stresa, zaradi Cesar se geni, povezani s proteini toplotnega stresa, aktivirajo in se odzivajo na
celicni stres. Rezultati prav tako kaZejo, da je ZnPT zmozZen prodiranja skozi kozo sesalcev, pri
Cemer v Studiji postavljajo vprasanje, ali lahko topi¢na uporaba ZnPT dejansko deluje na in
poskoduje kozne celice (Lamore in sod., 2009)

Raziskava Holmesa in sod. (2018) je preucevala vpliv ZnPT po topi€nem nanosu na CloveSko
koZo po 24 in 48 urah. Ugotovili so, da se je po nanosu ZnPT na kozo po 24 urah koncentracija
cinka (Zn) v povrhnjici znatno poviSala (za 3,8-krat) v primerjavi z nanosom brez ZnPT. Po 48
urah uporabe se je koncentracija poviSala za kar 250-krat. Pokazali so, da je ZnPT motil normalno
ravnovesje cinka v celicah koze, kar pa povzro€a toksi¢nost celic. To pomeni, da ima lahko
prekomerna koncentracija cinka v kozi Skodljive u€inke (Holmes in sod., 2018).
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V nasprotnem primeru, v raziskavi Hwanga in sod. (2021), kjer je bil uporabljen testni model koze
KeraSkin™, pa so ugotovili, da pri koncentraciji 0,01 % ZnPT niso uspeli dokazati strupenosti in
je povzrocal le blago razdrazenost koze (Hwang in sod., 2021). Poleg topi¢nega ucinka na kozo
so raziskali vpliv ZnPT na respiratorni sistem s pomoc¢jo testnega modela SoluAirway ™. Ugotovili
s0, da je ZnPT zelo strupen pri koncentraciji 0,01 %, ¢e ga vdihavamo (Hwang in sod., 2021).

Kot opredeljuje ECHA, je ZnPT kot kemikalija smrtonosna za vdihavanje, strupena ob zauzitju,
lahko $koduje nerojenemu otroku, povzro¢a poSkodbe organov ob dolgotrajni ali ponavljajoci se
izpostavljenosti, je zelo strupena za vodne organizme, ima dolgotrajne zelo strupene ucinke na
vodne organizme in povzroca resne poskodbe o€i (MedmrezZje 8).

Torej, e na podlagi opisanih Studij povzamemo rezultate vpliva ZnPT na zdravje, lahko trdimo,
da ima ZnPT Skodljive uCinke na CloveSke koZne celice pri koncentracijah, ki se gibajo v
nanomolarnem obmoc¢ju. Prav tako ima kemikalija toksi¢en u€inek na respiratorni sistem ob
vdihavanju ze pri 0,01-% delezu, kar je manj od dovoljene koli¢ine v izdelkih za osebno nego v
gasu pred prepovedjo leta 2022. Ceprav obstaja nekaj raziskav, ki nakazujejo potencialno
toksi¢nost ZnPT za CloveSko kozo, bo v prihodnosti treba izvesti Se vel raziskav o toksi¢nih
ucinkih kemikalije tako na ¢lovesko zdravje kot tudi na okolje.
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3 MATERIALIIN METODE

Prakti¢ni del diplomskega dela je sestavljen iz dveh delov.

V prvem delu smo s terensko analizo preverili, ali oz. koliko se izdelki z vsebnostjo ZnPT Se
uporabljajo oz. ali so izdelki z vsebnostjo ZnPT (Se) prisotni na nasem trgu. Med nakljuénimi
uporabniki smo preverili tudi njihove navade glede nege las, poskusili ovrednotiti potencialno
uporabo ZnPT ter ugotavljali njihovo ozaveS&enost glede vsebnosti kemikalij v izdelkih za nego
las (3.1.).

V drugem eksperimentalnem delu pa smo potencialni toksi¢ni u€inek molekule preverili s tremi
razlicnimi in vitro testi: s testom akutne toksi¢nosti na vodnih bolhah (Daphnia magna) ter z
ekotoksikoloSkima testoma — s ¢ebulnim testom (Allium cepa L.) in kalitvenim testom vrtne krese
(Lepidium sativum) (3.2.).

3.1 Terenska analiza izdelkov za nego lasiS¢a

Terenska analiza je zajemala pregled izdelkov z vsebnostjo ZnPT na trgu, s poudarkom na
izdelkih za psoriazo in proti prhljaju. Pregledali smo nekaj naklju¢nih izdelkov na trgovskih policah
ter pregledali dostopne podatke na spletnih straneh izbranih dobaviteljev izdelkov za nego las.
Terenski anketi smo dodali Se kratek anketni vpraSalnik (Priloga 1), ki je vseboval 10 vprasanj, in
smo ga pripravili v obliki spletnega obrazca Google. Anketni obrazec je bil aktiven 3 mesece in
smo ga naklju¢no delili prek druzbenih omrezjih in elektronskih sporocil. Namenjen je bil predvsem
pridobivanju podatkov o navadah in uporabi izdelkov za nego les ter podatkov glede tezav z
lasmi/lasis€em in posledi¢no teZzav z uporabo specifi€nih izdelkov za njihovo nego.

3.2 Invitro ocena potencialne toksi¢nosti ZnPT

Eksperimentalno delo je v vecini potekalo v laboratoriju Fakultete za varstvo okolja. Test na vodnih
bolhah pa smo zaradi razpolozljivosti opreme in materiala izvedli v podjetju Gorenje, d. 0. o. Pri
delu smo vseskozi uporabljali obvezno zas¢itno opremo (haljo, rokavice, oala) ter s potencialno
nevarnimi ali hlapnimi kemikalijami rokovali v brezprasni komori (digestoriju).

Pripomocki:

mini magnetno mesalo IKA
precizna tehtnica KERN PCB350
¢ase (100-1000 ml)

steklenice (1000 ml)

merilni valji (10-500 ml)

merilna bu¢ka z zamaskom (100-250 mL)
kapalke

folija

avtomatske pipete (10 pl-10 ml)
ravnilo

pinceta

spatula

steklene epruvete

stojalo za epruvete

plasti¢ne in steklene petrijevke

OO O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOO0OOoOOoOOo

12



Hvastja, S.: Prisotnost cinkovega piritiona in ugotavljanje njegove potencialne toksi¢nosti,
FVO, Velenje 2023

filter papir

Skarje

pladen;j

noz

alkoholni flumaster

O O O OO

Slika 2: Pripomocki za pripravo raztopin

Slika 3: Pripomocki za izvedbo Allium testa
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Kemikalije:

cinkov pirition, ZnPT (Sigma Aldrich M, PHR1401)

dimetilsulfoksid, DMSO (Honeywell,41640)

klorovodikova kislina, HCI (Sigma Aldrich, 30721)

kromatna raztopina KzCr,O7

deionizirana voda

razredCevalna voda (demi voda, vpihan kisik, dodane doloCeni minerali, Gorenje, d. 0. 0.)

O O O O O O

Slika 4: Cinkov pirition v prvotni embalaZi

Meywedl | Riecel-de Hel”
B i i sl

Slika 5: DMSO v prvotni embalaZzi
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3.2.1 Priprava raztopin ZnPT

ZnPT je bil kupljen kot Cista kemikalija v obliki belega prahu. Zaradi omejene topnosti v vodi smo
zalozno (stock) koncentracijo 10 mM pripravili v 100 % DMSO in topnost zagotovili s konstantnim
mesanjem na magnetnem mesSalu cca 2—3 ure. Bucko smo imeli ves €as ovito v folijo, saj je ZnPT
fotosenzibilen in razpada na svetlobi.

Nato smo zalozno raztopino red¢ili v deionizirani vodi (dH2O) do konénih delovnih koncentracij
ZnPT:

o C1-100uM
o C2-10uM
o C3-1uM
o C4-100nM
o C5-10nM
o C6-1nM

Slika 6: Vseh 9 pripravljenih raztopin ZnPT (zavite v folijo)

Slika 7: ZaloZna (stock) raztopina v bucki
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Volumne in koncentracije smo preracunali tako, da kon¢na koncentracija DMSO v eksperimentih
ni presegala vrednosti 0,1 % (Preglednica 2). Pri pripravi delovnih raztopin smo raztopine mesali
na magnetnem mesalu v digestoriju. Ob red&enju v dH20 je raztopina postajala rahlo bele in
mleCne barve. Raztopine smo pripravljali poC€asi in previdno (po kapljicah), da se polarnost
raztopine ni prehitro spremenila in je bilo posledi¢no oborine manj. Vse raztopine smo imeli ves
Cas zavite v folijo. Kontrolo je predstavljala raztopina 0,1 % DMSO v dH,0, kot negativno kontrolo
smo uporabili 100 % dH-O, kot pozitivho kontrolo pa smo uporabili 10 % 0,1 M HCI.

Preglednica 2: ZaloZna in delovne raztopine ZnPT z vsebnostjo DMSO

ZnPT % DMSO
10 mM 10,59
100 UM 0,1059
10 UM 0,0106
C3 1 UM 0,0011
C4 100 nM 0,0001

C5 10 nM 0,00001

C6 1 nM 0,000001
DMSO kontrola 0 0,1059
POZ kontrola 0 0,0000
NEG kontrola 0 0,0000

3.2.2 Cebulni test Allium cepa L. (Allium test)

Allium test smo izvedli z vsemi 6 koncentracijami ZnPT ter s tremi kontrolnimi raztopinami. Vsako
koncentracijo sem testirali v 7 paralelkah.

Cebulicam smo na spodnjem olesenelem delu odrezali samo povrhnijico, a le toliko, da je bilo
sveze tkivo tekom poskusa v neposrednem stiku z raztopino. Odstranili smo tudi zunanjo lupino.
Pripravili smo stojala in epruvete, jih primerno oznacili ter napolnili z raztopinami razli¢nih
koncentracij. Spodnjo stran ¢ebulice smo postavil na epruveto z odrezano stranjo v raztopini (Sliki
8in9).

Slika 8: Dan postavitve ¢ebulnega testa (Allium cepa L.)
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Slika 9: Rezultati ¢ebulic po 24 urah namakanja v testni raztopini

Test smo izvajali 7 dni s tremi meritvami; prvo meritev smo izvedli po treh dneh, drugo po petih in
zadnjo po sedmih dneh. Pri vsaki paralelki smo z ravnilom izmerili po 10 koreninic. Prve 3 dni (do
prve meritve) smo dvakrat dnevno (dopoldan, popoldan) v epruvete dodajali raztopine, saj so
raztopine izhlapevale in je pomembno, da so ¢ebulice ves ¢as eksperimenta potopljene v testno
raztopino. Ob vsaki meritvi smo rast koreninic tudi fotografirali.

3.2.3 Kalitveni test vrtne krese Lepidium (Lepidium test)

Lipidium test smo izvedli z vsemi 6 koncentracijami ZnPT ter s tremi kontrolnimi raztopinami.
Vsako koncentracijo smo testirali v 2 paralelkah (A, B) s po 10 semeni vrtne krese.

Pripravili smo 18 petrijevk in jih primerno oznadili. Nato smo papirnate filtre obrezali in vstavili v
petrijevke, v vsako petrijevko pa smo na papir polozili po 10 semen vrtne kreSe. Na vsak
posamezen filter smo prvi dan nakapali 2 mL testne raztopine, pokrili s pokrovcki in shranili v
temen prostor (Sliki 10 in 11). Po 24 h smo v vsako petrijevko dodali Se po 1 mL testne raztopine.
Po 48 urah smo izvedli prve meritve poganjkov ter nato ponovno dodali po 1 mL testne raztopine.
Po 72 urah smo ponovno izmerili dolzino poganjkov. Ob vsaki meritvi smo poganjke tudi
fotografirali.
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Slika 11: Rezultati Lipidium testa po 24 urah in s koncentracijoZnPT 1 nM

3.2.4 Test strupenosti na vodne bolhe Daphnia magna (Daphnia test)
Daphnia test smo izvedli z vsemi 6 koncentracijami ZnPT ter s tremi kontrolnimi raztopinami. Za

redCenje smo uporabili razred¢evalno vodo, ki jo ima laboratorij pripravljeno za izvedbo testov z
vodnimi bolhami. Kontrolna raztopina DMSO je bila enaka kot pri ostalih testih, pozitivna in
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negativna kontrola pa sta bili drugacni; pozitivna kontrola je bila kromatna raztopina, negativna pa
100 % razredCevalna voda. Vsako koncentracijo smo testirali v 2 paralelkah (A, B) (Slika 12).
Eksperiment je potekal v primerno oznacenih velikih petrijevkah, kamor smo s pomoc¢jo merilnega
valja odmerili 30 mL posamezne raztopine. Nato smo s pomoc&jo manjSe kapalke v manjse
petrijevke dodali nekaj kapljic testne raztopine in 20 bolhic, za vsako paralelko po 10. Nato smo
iz manjSe petrijevke bolhice prenesli v primerno oznacene velike petrijevke. Ko smo vsaki paralelki
dodali 10 bolhic, smo jih shranili v komoro. Po 24 urah smo izvedli meritve in preverili gibljivost
bolhic.

Slika 12: Priprava poskusa test strupenosti na vodnih bolhah (Daphnia magna)
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4 REZULTATIZ RAZPRAVO

4.1 Terenska analiza izdelkov za nego lasiS¢a

S terensko analizo v lokalnih trgovinah in drogerijah ter na spletu smo preverili, ali izdelki za nego
las, predvsem tisti, ki so namenjeni negi obdutljivejSih las in lasis¢a (npr. prhljaj, luskavica),
vsebujejo ZnPT.

Pregledali smo vec razli¢nih trgovin, ki prodajajo izdelke za osebno nego, kot so DM, Mercator,
Mueller, Spar ipd., ter pregledali sestavine Samponov, ki jih sami uporabljamo. V pregledanih
znamkah $amponov, kot so L'Oréal, Precious argan, Head & Shoulders, Subrina, Subrina recept,
Schwarzkopf, Aveon, Pantene, Garnier, Nivea, Nature box Dercos, Radical med, Isana itd., ZnPT
ni bil zaznan med sestavinami.

Ko pa smo iskali po spletnih straneh proizvajalcev najbolj znanih izdelkov za nego obcutljivih las
in lasiS¢a in preverjali sestavine izdelkov, so se rezultati izkazali malo drugace. V aprilu in maju
leta 2022 smo odkrili nekaj izdelkov, ki so med sestavinami $e imeli naveden cinkov pirition
(Preglednica 3). Ugotovitve so nas malo presenetile glede na terensko analizo, tudi zaradi tega,
ker je omejitev ZnPT v okviru Uredbe Komisije (EU) 2021/1902 priCela veljati s 1. marcem 2022.
V letu 2023 smo po spletnih straneh ponovno pregledovali Sampone in opazili, da skoraj ve€ina
ponudnikov med sestavinami $amponov ni imela navedenega cinkovega piritiona. V obdobju
spremljanja sta bili najdeni le dve izjemi, ki sta priblizno leto in pol po sprejeti uredbi med
sestavinami Se zmeraj imeli ZnPT (Slika 13 in 14).

Preglednica 3: Samponi, najdeni na slovenskih spletnih mestih, ki so vsebovali ali vsebujejo ZnPT

Samponi za nego ob¢utljivih las in lasiS¢a
Ime Sampona Koligina Cas najdbe
Head & shoulders - Sensitive Scalp Sampon proti | 400 mL April 2022
prhljaju
Head & shoulders - Apple Fresh 2v1 360 mL April 2022
Head & shoulders - Men Ultra Old Spice Sampon | 270 mL April 2022
proti prhljaju
Head & shoulders — Menthol 540 mL April 2022
Garnier fructis — Grow strong 250 mL Maj 2022
Head and shoulders — 2 in 1 classic clean 360 mL in Maj 2022

900 mL

L'Oréal — Scalp advanced serie expert (Slika 13) | 300 mL Avgust 2023
Psoren Sampon (Slika 14) 200 mL Oktober 2023
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PREDSTAVITEV LASTNOSTI KONTAKT

Sampon proti prhljaju. Pomirja lase in lasi$ce ter daje obcutek sveZine. Formula je obogatena s cinkovim piridonom in citronsko kislino,

kar pomaga pri ¢iS¢enju prhljaja in zmanjSuje njegovo vidnost takoj po prvi uporabi *. * Klini¢ni test na 31 osebah.

Navodilo za uporabo: Sampon nanesite na mokre lase, temeljito spenite s kroZnimi gibi in nato oplaknite z vodo. Po potrebi postopek

ponovite.

Slika 13: Slikane sestavine sampona L'Oréal — scalp advanced serie expert, med katerimi je naveden ZnPT, na spletnem mestu

Sestavine (INCI)

AQUA, DISODIUM LAURETH SULFOSUCCINATE, COCAMIDOPROPYL BETAINE, SODIUM CHLORIDE,
GLYCERIN, SALICYLIC ACID, MYRISTYL LACTATE, ALOE BARBADENSIS LEAF EXTRACT, TROPAEOLUM
MAJUS FLOWER EXTRACT, CITRUS LIMONUM PEEL OIL, PANTHENOL, CALCIUM PANTOTHENATE,
ANESTRETENE BIOTIN, LIMONENE, BENZOIC ACID, COCODIMONIUM HYDROXYPROPIL
HYDROLIZED SILK PROTEIN, COCODIMONIUM HYDROXYPROPIL HYDROLIZED WHEAT PROTEIN,
DEHYDROACETIC ACID, CITRAL, ETHYLHEXYGLYCERIN, LINALOOL.

Slika 14: Slikane sestavine Sampona Psoren, med katerimi je naveden ZnPT na spletnem mestu

Ker je Head & Shoulders ena od najbolj trzenih znamk za nego las s prhljajem, smo nato natan¢no
preucili spletno stran te blagovne znamke. Opazili smo, da imajo razlicne ponudbe izdelkov za
razli¢ni trg (kontinenti, drzave). Osredotocili smo se na razliko med trgom EU in amerigkim trgom.
Velika vecCina izdelkov na ameriSkem trgu je med sestavinami imela naveden ZnPT. Prav tako so
imeli na voljo vec razlicnih izdelkov v primerjavi s ponudbo na evropskem trgu. Izdelki, ki so se
ujemali in bili v ponudbi na obeh trgih, niso imeli enakih sestavin. Na evropskem trgu ZnPT med
sestavinami ni bilo. Kot nadomestilo sestavini cinkov pirition je danes pogosto uporabljen pirokton
olamin.
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Nato smo potrosSniSke navade glede nege las in tudi nakupa specifi¢nih izdelkov zaradi tezav z
lasmi oz. lasis¢em preverili z anketo. V spletni anketi je sodelovalo 207 ljudi, od tega je bilo 139
(67,1 %) zensk in 68 (32,9 %) moskih. Najve¢ anketirancev je bilo starih 20-29 let, kar 72 oseb
oz. skoraj 35 %, druga najvecja starostna skupina je bila 30-39 let (23 %). Tudi ostale starostne
skupine so bile glede na spletni dostop ankete zastopane v priCakovanem delezu (Preglednica 4).

Preglednica 4: Prikaz Stevila v % individualne starostne skupine anketirancev

Starostna skupina Delez (%)
10-19 15,5
20-29 34,8
30-39 22,7
40-49 13,5
50-59 8,2

Nad 60 5,3

Glede nege las nas je najprej zanimalo, kako pogosto si anketiranci umivajo lase, in ve€ina (44 %)
si jih umiva 2-krat tedensko. Zelo presenetljiv je bil rezultat, da si skoraj 10 % anketirancev lase
umiva vsak dan (Preglednica 5).

Preglednica 5: Prikaz Stevila v %, kako pogosto si anketiranci umivajo lase tedensko

Pogostost umivanja las | Delez (%)
1-krat tedensko 19,3
2-krat tedensko 44,0

3-krat tedensko 22,2

4-krat tedensko 4,8

vsak dan 9,7

Zanimalo nas je tudi, koliko razli¢nih izdelkov za nego las pri umivanju uporabljajo, saj je v
danasnjih Casih veliko trzenja v smeri uporabe mnogo raznolikih izdelkov za nego las, da
ohranjamo "zdrave" lase in lasiS€e. Odgovori nam povedo, da velika vec€ina uporablja 2 ali man;
izdelkov, kar je iz vidika uporabe kemikalij zelo dober rezultat, saj se s tem izpostavljajo manjsi
koligini kemikalij. Ceprav najvegji delez anketirancev uporablja le 2 produkta za nego las, nas je
bolj presenetila uporaba samo enega izdelka z kar 35,7 %. Razlag za slednji rezultat je ve&. Lahko
da se je za ta odgovor odlocila ve€ina moskih anketirancev ali pa so uporabniki Ze ozavesc&eni,
da vec¢ izdelkov vedno ne vodi do boljSega rezultata pri negi las (Preglednica 6).

Preglednica 6: Prikaz Stevila uporabljenih izdelkov za nego las v %

Stevilo izdelkov za nego las | Delez (%)
1 izdelek 35,7

2 izdelka 41,5

3 izdelki 16,4

4 ali ve€ izdelkov 3,9

0 izdelkov 2,4
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Zanimalo nas je tudi, kakSne so prioritete anketirancev pri izbiri in nakupu Sampona za lase.
Ceprav je bilo moznih kar 9 odgovorov in so lahko izbrali ve& odgovorov, najbolj izstopa odgovor,
da izdelek izberejo glede na zahtevo svojih las (kar 59,4 %) (Slika 15). Ceprav je zelo malo
anketirancev izbralo "naravne Sampone" (9,7 %), je Se zmeraj visok odstotek ljudi (18,4 %), ki so
pozorni na vsebino produkta in preberejo seznam sestavin. To nam lahko pove, koliko
anketirancev je ozavesCenih o pomembnosti kemikalij v izdelkih na nasih trgovskih policah in kako
lahko vplivajo na nase telo, saj so iz dneva v dan tudi na kozmeti€nem trgu prisotne nove
kemikalije, za katere tudi Se ni dovolj opravljenih raziskav, da bi razumeli vse njihove pozitivne in
negativne uc€inke na C¢lovesko telo ter okolje. Zanimivo je, da glede na sodobne spletne trende
»izdelaj si sam« (angl. DY) samo 0,5 % oz. 1 anketiranec uporablja doma narejen Sampon.

70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%

0.0% \

Sampon = Vedno

St. anketirancev v %

Glede samo od  pregledam Cenovno  Sampon Za Pomembe Naravne Sampon
zahteve dinlourie psesgtawne ugodnejSe  kupim obcutljivo  n je vonj F———— izdelam
mojih las < izdelke  naklju¢no kozo Sampona P sam/a

znamke Sampona

59.4% 25.1% 18.4% 18.4% 15.5% 14.0% 12.6% 9.7% 0.5%

Slika 15: Prikaz odgovorov na vpraSanje: »Na kaj ste pozorni pri nakupu Sampona za lase? (moznih ve¢ odgovorov)«

Prav tako smo Zeleli razumeti, katera je tista znamka Sampona, na katero anketiranci pomislijo ob
besedi prhljaj. Tukaj smo Zeleli predvsem naijti asociacije, ki jih imajo potencialni kupci. Na ta nacin
lahko tudi sklepamo, kateri Sampon bi izbrali pri pojavu tezav s prhljajem. Ugotovili smo, da med
anketiranci ena blagovna znamka izrazito izstopa, saj nanjo pomisli kar 81,2 % anketirancev. Ta
znamka Sampona je Head & Shoulders, ki je hkrati tudi najbolj trzena znamka za nego las na
slovenskem trgu, predvsem za tezave s prhljajem (Slika 16). Na Sliki 16 so navedene blagovne
znamke, ki so se pojavile v ve¢ kot 3 % odgovorov, ostale smo v predstavitvi zdruzili pod
moznostjo »Drugo« (le 16,4 %). V to kategorijo smo uvrstili 34 blagovnih znamk.
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Head & Subrina  L'oreal Dercos Subrina Naturavita Balea Alverde  Drugo
Shoulders recept

Slika 16: Prikaz odgovorov na vprasanje: »Na katero znamko Sampona pomislite, ko sliSite besedo PRHLJAJ?
(moznih ve¢ odgovorov)«

Med anketiranci smo Zeleli poiskati ljudi s tezavami z luskavico ali prhljajem; da bi ugotovili, koliko
jih je in ali pri negi las in lasiS¢a uporabljajo kakSne specificne izdelke. Med anketiranci ima 33 %
ljudi tezave s prhljajem ali luskavico (Slika 17). Da ima tretjina anketirancev teZzave, se nam zdi
kar visok odstotek. Vecina le-teh se sreCuje s prhljajem, manj pa z luskavico. V kolikShem obsegu
te tezave imajo, nismo ugotaviljali.

Imate morda tezave s prhljajem ali z luskavico?

207 odgovorov

® Da, s prhljajem
@ Da, z luskavico
@ Ne

Slika 17: Prikaz odgovorov na vprasanje: »Imate morda teZave s prhljajem ali z luskavico?«

Nato smo anketirance povpras$ali, ali oz. katere specifi¢ne izdelke zaradi svojih tezav uporabljajo.
Kar 64,7 % anketirancev je odgovorilo, da teZzav nima, kar je bilo skladno s prehodnim vprasanjem
glede prisotnih tezav. Kar 18,1 % jih specificnega izdelka ne glede na teZave ne uporablja. Ali je
to za nego in zdravje koze dobro, teZzko presodimo, saj ne vemo, v kakSnem obsegu oz. kako
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intenzivno se njihove teZave pojavljajo. Med ostalimi 17,2 % anketirancev, ki uporabljajo specificni
izdelek, smo zasledili ve€ blagovnih znamk (Preglednica 7).

Blagovne znamke, ki so izbrane vsaj 2-krat, smo vkljucili v Preglednico 7. Ostale blagovne znamke
so pa uvrsCene pod kategorijo »Drugo«. Teh blagovnih znamk je vseh skupaj 14, med katerimi so
npr. Tea Tree Special Shampoo, Belosalic, Watermans, Eucerin, Johnsons baby, Garnier itd.

Preglednica 7: Prikaz odgovorov na vprasanje: »Ali zaradi zgoraj omenjenih teZav uporabljate dolo¢en Sampon?
Kateri?«

Blagovna znamka izdelka za | Delez (%)
tezave s  prhljajem ali

luskavico

Head & Shoulders 25

Vichy Dercos 13

Ducray (Squanorm, Kelual DS) 6
Oranzolo 6
Naturavita proti prhljaju 6

4 kids and us 6

Drugo 41

Ce te rezultate primerjamo s terensko analizo in z asociacijami, lahko ugotovimo, da je blagovna
znamka Head & Shoulders, najbolj prepoznana, trzena in zelo dobro prodajana znamka
Samponov na trgu pri nas za blaZzenje simptomov prhljaja. Med anketiranci je ta znamka
prevladovala tako pri asociaciji na tezave s prhljajem kot tudi pri dejanski uporabi ob prisotnih
teZzavah s prhljajem. Prav tako se pozna sprejeta Uredba Komisije (EU) 2021/1902, ki je imela
vpliv na trgovine z izdelki za osebno nego, saj v nobeni od pregledanih poslovalnicah med
sestavinami Samponov za nego las in lasiS¢a nismo zasledili kemikalije cinkov pirition. Med
pregledovanjem po trgovinah in spletnih straneh smo naleteli na dve izjemi, za kateri pa tezko
trdimo, da resni¢no Se zmeraj vsebujeta ZnPT, Ceprav je v opisu sestavin omenjen.

Kot preverjeno, se je cinkov pirition resni¢no odstranil iz izdelkov za problemati¢ne lase in lasiSCe,
ampak kot Ze omenjeno, se je pogosteje priCela pojavljati kemikalija pirakton olamin, ki jasno
postaja nadomestna kemikalija za ZnPT. Zanjo bo treba prav tako izvesti razne raziskave za boljSe
razumevanje njenih u€inkov tako na Cloveka kot tudi na okolje.
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Ob koncu ankete smo zastavili Se dve vprasaniji, s katerima smo Zeleli pridobiti informacijo o tem,
ali se potroSniki zavedajo vsebnosti kemikalij v komercialnih Samponih. Ugotoviti smo Zeleli, kako
zelo so anketiranci v dana$njih €asih pozorni na vsebino oziroma sestavine Samponov ali drugih
kozmeti¢nih izdelkov, ki jih uporabljajo v svojem vsakdanu.

Rezultati so pokazali, da se kar 94 % anketirancev zaveda uporabe vedjih koli¢in kemikalij v
danasnjih komercialnih Samponih. Od tega jih polovica (52 %) sklepa, da ti Samponi v povprecju
vsebujejo 10-20 kemikalij (Preglednica 8).

Preglednica 8: Koli¢ina kemikalij, za katere anketiranci sklepajo, da so v povprecju vsebovani v vecini Samponov, v %

Stevilo kemikalij v $amponih | Delez (%)
Do 10 271

Med 10 in 20 52,2

Med 20 in 30 15

Vec€ kot 30 5,8

Ceprav lahko $tevilo vsebovanih sestavin variira od izdelka do izdelka glede na namen in blagovno
znamko, se velika vecina anketirancev zaveda, da izdelki lahko vsebujejo velike koli¢ine kemikalij,
kar je razvidno iz Preglednice 8. Mnogi izdelki vsebujejo tudi do 30 kemikalij, Ceprav to na prvi
pogled morda ni razvidno, dokler se ne sestejejo.

Je pa presenetljiva ugotovitev, da je kar 27,1 % anketirancev mnenja, da je v Samponih v
povprec€ju prisotnih samo do 10 kemikalij. To nam pove, da se priblizno tretjina anketirancev
pravzaprav ne zaveda ali niso seznanjeni z realno koli¢ino kemikalij, ki jih v svojem vsakdanu
uporabljajo.

4.2 In vitro ocena potencialne toksi¢nosti cinkovega piritiona

4.2.1 Cebulni test Allium cepa L. (Allium test)

Rezultate Allium testa smo prikazali v obliki dolzin izmerjenih koreninic v odvisnosti od
koncentracije ZnPT. Vrednosti smo normalizirali na kontrolo. Povzetek meritev z izbranimi
statistiCnimi podatki je prikazan v Prilogi 2.

Ugotovili smo, da se ne glede na dolzino eksperimenta (3, 5 ali 7 dni) rast korenin najbolj znacilno
zmanij$a pri najvisjih dveh koncentracijah — torej v koncentracijah 10 in 100 uM (Slike 18-20). Rast
korenin v primeru pozitivne kontrole (na slikah skrajno desno v rdeci barvi) je bila prakti¢no
nic¢elna.

Koncentracije ZnPT od 1 nM in 1 uM so celo pospeSile rast koreninic, kar je najbolj izrazito po 7
dneh (Slika 20).

100 uM) dolzina koreninic ze na pogled precej odstopajoa od ostalih koreninic z nizjo
koncentracijo ZnPT. To nam pove, da je imel ZnPT velik zaviralni u€inek na delitev celic in
posledi¢no na rast koreninic v tovrstnem organizmu. In to kljub temu da je bil ZnPT so€asno
izpostavljen ze 72 ur sonéni svetlobi, ki jo &ebulice potrebujejo za uspesno rast. Pri ostalih
koncentracijah (1 nM, 10 nM in 100 nM) ni bilo opaziti drastiCnega zaviranja rasti koreninic. Edine
koreninice, ki so rahlo odstopale od negativne kontrole (0) za kar 5 % in so prav tako bile najdaljSe
koreninice, so bile koreninice pri koncentracija ZnPT 1 uM. Poleg tega je pa zanimivo, kako je
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koncentracija med 1 uM in 10 yM manjSa, ampak je razlika pri vplivu na rast koreninic drasti¢no
vecja (za kar 56 %), e primerjamo z razliko med 10 yM in 100 M.

Pozitivna kontrola pa je imela, kot smo predvideli, minimalno rast. Malo slabSo rast smo opazili
tudi pri meritvi s koncentracijo ZnPT 10 nM, ki je bila le za 15 % slab8a od negativne kontrole.
Pri ekotoksikolo$kih testih z zZivimi organizmi je treba upostevati ve¢ dejavnikov, ki imajo lahko
vpliv na konéne rezultate in na katere teZko popolnoma vplivamo. Taki dejavniki so lahko
deformacija organizma, malenkost preve¢ odrezana oz. poskodovana ¢ebulica, ¢ebulice so tudi
razliCne velikosti, lahko imajo mehansko poskodbo, so bolj mlade ali stare, je na njih celo bioloska
napaka ipd. Zaradi takSnih dejavnikov so potrebni veckratni neodvisni eksperimenti, ki ham
zagotovijo bolj zanesljive in natan¢ne rezultate.

Po 5 dneh smo opazili, da se koncentracije v nM obmocju opazno pribliZujejo dolZini negativne
kontrole, med katerimi je koncentracija 1 nM prerasla kontrolo za 1 %, koncentracija 1 uM pa
tokrat ne presega kontrole v dolzini. Zanimivost Se zmeraj ostaja pri koncentraciji 1 uM, ki
drasti¢no meri za 58 % ve¢ od 10 uM(Slika 19). Med 10 uM in 100 uM je pa razlika le za 20 %,
enako kot pri prvi meritvi (3. dan).
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100% 1,80

1,60
80%
1,40

1,20
60%
1,00

0,80
40%

0,60

Dolzina korenin relativno na kontrolo (%)
Povpreéna dolzina korenin (cm)

20% 0,40

0,20

0% 0,00

0 1 oM 10nM 100 nM 1M 10 uM 100 M POZITIVNA
KONTROLA

Molarna koncentracija ZnPT

Slika 18: Allium test — rast koreninic po 3 dneh

Pri zadnji meritvi (7. dan) so rezultati opazno drugacni od prve meritve (3. dan). Vse koreninice,
namocene v koncentracijah od 1 nM do 1 uM, so zrasle do te mere, da so presegale rast negativne
kontrole; koncentracija 1 nM je negativno kontrolo presegla kar za 18 %. Razlika med 1 pM in
10 uM se je Se zmeraj vecala, 7. dan se je razlikovala za kar 59 %. Tu se pokaze kako »tanka je
meja« med koncentracijama 1 yM in 10 pyM, saj tu lahko Ze manjSe dodane koli€ine vplivajo
izredno zaviralno na rast organizma. Pri najvisji koncentraciji (100 uM) je bila rast koreninic Se
najbolj uspesna na prvi dan meritve, nato se je rast nekoliko upocasnila z vsako novo meritvijo,
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saj se je pri prvi meritvi od negativne kontrole razlikovala za 71 %, pri zadnji meritvi pa kar za
83 %.

Zadnja meritev nam lepo prikazuje postopno sorazmerno upadanje rasti koreninic z viSanjem
koncentracije ZnPT, v kateri so bile namocene. Z rezultati zadnje meritve lahko trdimo, da ZnPT
resni¢no ima toksi¢ne ucinke na tovrstne organizme, saj se u¢inek ZnPT z naras€anjem njegove
koncentracije stopnjuje. Vplivi so drasti¢ni predvsem, ko se pribliZujemo koncentracijam na
obmodju od 1 yM do 10 uM.

Kot predvideno, so rezultati pri pozitivni kontroli pokazali, da rast koreninic ni bila uspesna oz. so
na 7. dan meritve Cebulice pricele Ze plesneti..

120% 4,00
= 100% 101% 3.50
é 100% 97%
o 92%
g 3,00 -
£ g
Q Q
4 80% =
51 »
g 2,50 g
0 e
B
" «
= 0% 2,00 g
= N
5 5]
o
L¥)
& 10 8
E 40% g
" =]
ﬁo 1,00 ¥
a]
20%
0,50
0% 0,00
0 10M 10nM 100 1M 1uM 10 uM 100uM  POZITIVNA
KONTROLA
Molarna koncentracija ZnPT

Slika 19: Allium test — rast koreninic po 5 dneh
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Slika 20: Allium test — rast koreninic po 7 dneh
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Ce primerjamo rast koreninic po dnevih med seboj, lahko opazimo podoben trend na Slikah 21 in

minimalna, v primeru pozitivne kontrole rasti skoraj ni bilo (Slika 21). Ce izratunamo odstotek
prirastka rasti med dnevoma 3 in 7, opazimo, da je prirastek v kontroli 89 %, v najnizjih 3

ociten, pa le 67 % (10 uM) o0z. 12 % (100 yM).
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Slika 21: Allium test — prikaz vpliva ZnPT na rast korenin v 3, 5 in 7 dneh.
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4.2.2 Kalitveni test vrtne kreSe Lepidium (Lepidium test)

Rezultate Lipidium testa smo prikazali v obliki dolzin izmerjenih koreninic v odvisnosti od
koncentracije ZnPT. Vrednosti smo normalizirali na kontrolo. Povzetek meritev z izbranimi
statistiCnimi podatki je prikazan v Prilogi 3.

Rezultati testov z vrtno kre$o so pokazali drugacen trend vpliva ZnPT na njeno kalitev kot je imel
ZnPT v Allium testu vpliv na rast korenin (oz. celiéno delitev). Kalitev je bila najnizja ravno pri
najnizji koncentraciji ZnPT; in sicer za 24 % po 48 urah in 27 % po 72 urah. Trend kalitev je v obeh
Casovnih intervalih zelo primerljiv (Sliki 23 in 24).

Po 72 urah se izrazita sprememba opazi tudi pri najvisji koncentraciji, kjer se kalitev zmanjsa za
33 % (Slika 24).

Na podlagi dobljenih rezultatov izmerjenih koreninic lahko sklepamo, da neke pri¢akovane
zmanjSane/upocasnjene kalitve sorazmerno z naraS€anjem koncentracije ZnPT nismo opazili. Po
48 urah je bila najnizja rast pri najnizji koncentraciji (1 nM), kar je nepri¢akovano. Po 72 urah pa
smo opazili najnizjo rast koreninic pri najvisji koncentraciji ZnPT (100 pM); a tik za njo z le 6 %
razlike je bila pa najniZja koncentracija.

Tokrat sonéna svetloba ni imela direktnega stika z Lipidium testom, saj so se meritve izvajale v
zasentenem predelu laboratorija, v Casu izpostavljenosti raztopini ZnPT pa so bili kalCki v
zatemnjenem prostoru. Trdimo lahko, da fotodegradacija ni imela vpliva na ZnPT v vzorcih.

Prav tako smo opazili, da je v primerjavi z vsemi raztopinami koncentracija ZnPT 100 nM pri obeh
meritvah (48 ur in 72 ur) sprozila najbolj uc€inkovito kalitev, pri drugi meritvi po 72 urah je celo
presegala negativno kontrolo za kar 15 %. 1z tega lahko sklepamo, da ZnPT na tovrstni organizem
ne vpliva toksi¢no oz. je zaviralni u¢inek minimalen. Zaznani ucinki niso skladni z rezultati Allium
testa oziroma sam kalitveni test ni tako obcutljiv in zanesljiv. Najverjetneje bi morali imeti Se vec
paralelk in poskus $e neodvisno vsaj dvakrat ponoviti.
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Slika 23: Lipidium test — kaljenje vrtne kreSe po 48h
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Slika 24: Lipidium test — kaljenje vrtne kreSe po 72h
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Slika 25: Kalitev vrtne kreSe pod vplivom ZnPT (C1 ali C6) po 48 in 72h urah v fotografijah
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4.2.3 Test strupenosti na vodne bolhe Daphnia magna (Daphnia test)

Glede na zahtevane pogoje eksperimenta smo vsem raztopinam ZnPT najprej izmerili vrednosti
pH in koncentracijo raztopljenega kisika. Optimalne so vrednosti pH med 7,3 in 8,3 ter
koncentracija raztopljenega kisika okrog 8 mg/L. Vse pripravljene raztopine so ustrezale tem
pogojem, zato smo vplive na gibljivost vodnih bolh zaradi teh dejavnikov lahko izlocili.

Rezultate Daphnia testa smo prikazali s prezivetiem bolh v odvisnosti od koncentracije ZnPT
(Preglednica 9, Slika 26).

Preglednica 9: Odstotek prezZivetja vodnih bolh po 24- in 48-urni izpostavitvi ZnPT

KONTROLA | C6 C5 C4 C3 Cc2 C1 POZ K
1nM [10nM | 100 nM | 1 uM | 10 uM | 100 uM | Kromatna raztopina
24h |95 % 95 % | 90% |55 % 0% 0% 0% 0 %
48 h | 90 % 85% | 85% |35% 0% 0% 0% 0 %

Ze po 24 urah izpostavitve smo zaznali 100 % umrljivost vodnih bolh, izpostavljenih ZnPT v
mikromolarnem obmocju. Nasprotno pa so koncentracije v nanomolarnem obmocju pokazale ve¢
dveh koncentracijah spremenili le za 5 %, kar Se zmeraj predstavlja ve¢€ kot 50 % prezivelih. Pri
tretji najnizji koncentraciji (100 nM) pa je bila razlika vedja, in sicer za kar 20 % v primerjavi s prvo
meritvijo, kar pa je predstavljalo manj kot 50 % prezivelih vodnih bolh. To pomeni, da je bila po 48
urah Ze pri koncentraciji 100 nM prezivelost vodnih bolhic manjSa kot 50 %, kar lahko predstavlja
skrb za bolj ranljive organizme v okolju, kot so Daphnia magna.

Slika 26: Stetje negibnih Daphnia bolhic po 24 urah
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Ugotovili smo, da so najvisje tri koncentracije (1 uM, 10 uM in 100 uM) in pozitivna kontrola
povzrocile 100 % negibnost bolhic. Pri koncentraciji 100 nM so bili rezultati zaskrbljujoci, saj je
bila ze po 24 urah umrljivost skoraj poloviéna. Po 48 urah pa se je umrljivost ze dvignila na 65 %,
kar pomeni, da €e bi vodne bolhice bile izpostavljene v okolju pri koncentraciji 100 nM, bi po dveh
dneh vec kot polovica izpostavljenih poginila, kar pa lahko predstavlja veliko Skodo za ekosistem.
Najnizji koncentraciji (1 nM in 10 nM) pa nimata vecjega toksi¢nega vpliva na tovrstne vodne
organizme, saj je umrljivost po 24 urah le 5-10 %. To pomeni, da ne predstavlja vecjih skrbi, saj
je umrljivost zelo nizka (Slika 27).
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Slika 27: Daphnia test — odstotek preZivetja vodnih bolh

Ce primerjamo slednije rezultate z Allium testom, lahko vidimo, da so si rezultati med seboj precej
podobni pri najvisjih dveh koncentracijah, z izjemo tretje najviSje pri vodnih bolhah, saj imata
koncentraciji opazno velik vpliv na razvoj in delovanje na tovrstne organizme. Pri obeh rezultatih
se prav tako pojavi drasti¢no povecanje ucinkov ZnPT na testni organizem, smo pa ta padec pri
vodnih bolhah zaznali Ze med koncentracijama 100 nM in 1 pM.

Po primerjavi Lipidium in Daphnia testa pa smo ugotovili, da ni veliko podobnosti pri rezultatih, le
pri najvisji koncentraciji je razvidno, da ZnPT negativno vpliva na organizme, vendar so pri
Lipidium testu njegovi ucinki enaki ali celo vecji pri najnizji koncentraciji.

To nam pove, da se Zivi organizmi med seboj lahko zelo razlikujejo in so s tem tudi zelo razli¢no
obcutljivi na Skodljive dejavnike, ki so lahko prisotni v okolju. Razberemo lahko tudi, da ZnPT na
organizme, kot je Lipidium oz. vrtna kreSa, nima vecjega in zaskrbljujoCega vpliva, kot ga lahko
ima na Daphnia magna.

Ze $tudije so pokazale, da ZnPT vpliva na Zive organizme zelo raznoliko, saj na nekatere nima
vpliva, pri drugih pa lahko sprozi hude nevrotoksi¢ne ucinke ali smrt, kar pa lahko celo variira vpliv
med spoloma (Zhao in sod., 2020).
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5 SKLEPI

Cinkov pirition je sintetiCna kemikalija, ki ima antibakterijske, protiglivicne in protimikrobne
lastnosti, zato se je pogosto uporabljal kot komercializirano ucinkovina v izdelkih za blazenje
koznih tezav, v kozmetiki za problemati¢ne lase in lasiSce ter v raznih premazih za plovila kot
preventiva proti vodnim organizmom, kot so alge. Njegova uporaba v kozmeti¢nih izdelkih je bila
Ze od leta 2009 dalje omejena na 0,1 % do maksimalno 2 % masni oz. volumski delez izdelka, z
leti pa so se te meje spreminjale. Leta 2021 se je zaradi sprejetja Uredbe Komisije (EU) 2021/1902
njegova uporaba v Evropski uniji prepovedala in prepoved je stopila v veljavo 1. marca 2022.

Cilj tega diplomskega dela je bilo ugotoviti, s pomocjo ankete in terenskega dela, kako pogosto
se cinkov pirition po sprejeti Uredbi Se najde v izdelkih za nego lasiS¢a. Katere blagovne znamke
so med anketiranci priljubljene, ko pride do tezav z lasis€em, kot je prhljaj? Kako ozaveS&eni so
anketiranci o prisotnosti kemikalij in morebithem ZnPT v uporabljenih izdelkih? Preuciti smo Zeleli
tudi potencialno toksi¢ne ucinke ZnPT s pomocjo z razlinih ekotoksikoloskih eksperimentalnih in
vitro testov in tako bolje razumeti njegove vplive na vodna okolja.

Na podlagi pridobljenih rezultatov s pomocjo ankete, pregledovanja izdelkov za nego lasis¢a v
trgovinah in eksperimentalnih in vitro poskusov na organizmih Allium cepa L., Lipidium in Daphnia
magna lahko ovrednotimo dve hipotezi, ki smo si jih zastavili pred zacetkom dela.

Hipoteza 1: Cinkovega piritiona v izdelkih za nego las ne najdemo ve¢ pogosto in je
prisoten v manj kot 20 % vseh pregledanih izdelkov, ki so v uporabi.

Na podlagi rezultatov, pridobljenih od anketirancev in terenskega pregledovanja Samponov,
namenjenih problematiénemu lasiS¢u in lasem, lahko hipotezo 1 potrdimo. V anketi smo
sodelujoCe povprasali o blagovnih znamkah, ki jih uporabljajo zaradi tezav, kot je prhljaj, oz. katere
izdelke bi uporabljali, ¢e bi imeli tezave. Pridobili smo tudi podatke o blagovnih znamkah, ki jih
povezujejo z besedo prhljaj. V trgovinah in na spletnih straneh smo pregledali sestavine Samponov
vseh blagovnih znamk, ki so jih navedli anketiranci. Ugotovili smo, da blagovne znamke, ki so bile
med anketiranci najveckrat izbrane, niso vsebovale kemikalije cinkov pirition. Ce povzamemo
prisotnost ZnPT v izdelkih na terenu, ugotovimo, da je bila vsebnost ZnPT v letu 2022 definitivno
nizja od 20 %, medtem ko v letu 2023 na terenu ZnPT prakticno nismo ve¢ nasli. Prisotnost
sestavine ZnPT na spletu bi bilo smiselno preveriti pri splethemu ponudniku oz. blagovni znamki.
Torej hipoteza drzi, da v izdelkih za nego las ne najdemo vec€ pogosto ZnPT in je prisoten v manj
kot 20 % vseh pregledanih izdelkov, ki se uporabljajo med anketiranci.

Hipoteza 2: Cinkov pirition povzro¢a akutne toksi¢ne ucinke na izbranih testnih
organizmih in njegov vpliv s koncentracijo narasca.

Z opravljenimi eksperimentalnimi metodami lahko hipotezo 2 delno potrdimo. Toksi¢ni uginki
ZnPT na Allium cepa L. se skozi vse tri meritve (3. dan, 5. dan in 7. dan) postopoma dobro opazi
— vi§ja koncentracija ZnPT ima vecji zaviralni u€inek na rast organizma. Ta pojav je najbolj izrazit
ob primerjavi najnizje koncentracije (1 nM) z najviSjo (100 yM), saj se pri zadnji meritvi (7. dan) v
povprecju dolzine koreninic razlikujejo kar za 101 %.

Prav tako smo toksi¢en vpliv z naras€ajo¢o koncentracijo ugotovili na vodnih bolhah Daphnia
manga. Kako zelo toksicen vplivima ZnPT na tovrstne vodne organizme se je pokazalo Ze pri
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izpostavitvi po 24 urah, kjer smo pri najvisjih treh koncentracijah (1 yM, 10 yM in 100 pM) zaznali
100 % umrljivost izpostavljenih bolh v obeh paralelkah. Koncentracija 100 nM je bila prav tako Ze
po 24 urah precej blizu obmocdja letalne doze 50 (LD50), po 48 urah pa je ze presegala LD50 oz.
negibnih je bilo kar 65 % bolh. Pri koncentraciji 1 nM in 10 nM se je Stevilo negibnih bolhic
zmanjSevalo vzporedno z nizanjem koncentracije.

Ce analiziramo Lipidium test, vidimo, da kaljenje oz. rast koreninic z vianjem koncentracije
postopoma ne upada. Opazili smo, da imajo najviSje tri koncentracije vseeno manjsi zaviralni
ucinek na tovrstni organizem. Vendar pa opazimo vedji zaviralni uc€inek pri koncentraciji 1 nM in
10 nM Ze po 48 urah izpostavljenosti. Po 72 urah so pa rezultati najnizje (1 nM) in najviSje
(100 pM) koncentracije zelo podobni, saj se dolZzina poganjkov razlikuje le za 6 %. Na tak3ne
rezultate lahko vpliva marsikaj. Tu bi lahko upo$tevali bioloSko napako, morda so bila nekatera
semena malo bolj stara in druga bolj mlada, lahko so bila posamezna semena mehansko
posSkodovana, razlicnih velikosti ipd., ali pa ZnPT nima vecjega toksi¢nega vpliva na tovrstni
organizem.. V takSnih primerih je zato treba poskuse veckrat ponoviti v ve¢ paralelkah za bolj
natancne in zanesljive rezultate.

Lahko torej delno potrdimo hipotezo 2, saj cinkov pirition povzro€a akutne toksi¢ne ucinke na
izbranih organizmih za test toksi¢nosti, kot sta Allium cepa L. in Daphnia magna, saj vpliv na njih
s koncentracijo naras¢a. Izjema v tem primeru je Lipidium test, kjer u€inkov nismo uspeli natan¢no
in pri¢akovano ovrednotiti.
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6 POVZETEK

V diplomskem delu smo raziskovali kemijske lastnosti cinkovega piritiona (ZnPT), njegovo
uporabo in njegov potencialno toksi¢ni u€inek na €loveka in okolja, saj se uporablja v raznih
izdelkih za problemati¢no lasi§€e in v premazih plovil za prepre€evanje kopi¢enja organizmov na
trupu plovila. Za boljSe razumevanje njegovih vplivov na vodne organizme in za ugotavljanje
prisotnosti ZnPT v kozmeti¢nih izdelkih za nego las smo uporabili eksperimentalne metode na
organizmih Allium cepa L., Lipidium in Daphnia magna, sestavili anketo in na terenu pregledali
Sampone, ponujene na slovenskih trgih za teZave s prhljajem ali luskavico.

Z rezultati ankete smo ugotovili, da ima med 207 sodelujogimi teZzave s prhljajem kar 30 %, z
luskavico pa 3,4 %. Prav tako smo pridobili imena blagovnih znamkah Samponov, ki jih
uporabljajo, imena znamk, ki bi jih uporabili ob morebitni teZavi, terimena znamk, ki jih z asociacijo
povezujejo s prhljajem. Blagovnim znamkam, ki so jih navedli anketiranci, in znamkam, ki se trZijo
za pomoc¢ pri teZavnih laseh in lasiS¢u, smo v trgovinah in po spletnih straneh pregledali kemijske
sestave. Izkazalo se je, da nobena blagovna znamka, z izjemo dveh, ni vsebovala cinkovega
piritiona, kar je bilo pri€akovano, saj je EU v okviru Uredba Komisije (EU) 2021/1902 leta 2021
sprejela, da se uporaba kemikalije ZnPT po 1. marcu 2022 prepove. Ceprav so $tudije pokazale
negativne ucinke ZnPT na celi¢no delovanje in toksi¢en vpliv na dihalni sistem &loveka, je, skrb
glede negativnih ucinkov kozmeti¢nih izdelkov z vsebnostjo ZnPT na Cloveka povsem odvel
zaradi Uredbe 1223/2009 in strogih regulacij REACH. Ko pa smo med pregledovanjem najbolj
prodajanega Sampona proti prhljaju, Head & Shoulders, primerjali EU trg z ameriskim, smo naleteli
na novo kemikalijo pirokton olamin, ki jo trenutno uporabljajo kot nadomestno kemikalijo
cinkovemu piritionu in ki naj bi imela podobne ucinke pri negi teZavnih las in lasiS¢. Tako kot za
ZnPT bodo v prihodnosti na voljo razne analize in Studije tudi za pirokton olamin, ki bodo
pripomogle k boljfemu razumevanju lastnosti oz. potencialnih u€inkov pirokton olamina na
Cloveka in okolje.

S pomocdjo eksperimentalnih ekotoksikoloskih testov smo pridobili rezultate, ki so potrdili toksi¢en
vpliv ZnPT na rast in delovanje Zivih organizmov. Uporabili smo Sest razli¢nih koncentracij (1 nM,
10 nM, 100 nM, 1 pM, 10 uM in 100 uM). Pri testu toksiCnosti na Allium cepa L. smo opazili
upadanije rasti koreninic vzporedno z naras¢ajo¢o koncentracijo skozi vse tri meritve. Iziemoma
sta izstopali najvisji dve koncentraciji, saj so se meritve pri zadnjih meritvah v primerjavi s kontrolo
razlikovale za ve¢ kot 50 %. Ob tem lahko trdimo, da ima ZnPT opazne negativne vplive na rast
testnega organizma, vendar bolj izrazito v obmocju od 10 uM do 100 uM.

Prav tako so se drasti¢ni rezultati kazali pri vodnih bolhah Daphnia magna, saj so pri najvisjih
koncentracijah izpostavljene bolhe 100 % poginile Ze po 24 urah. NajniZji dve koncentraciji sicer
nista povzrodili ve€je Skode, saj je bilo prezivelih bolh po 48 urah pri obeh koncentracijah kar 85 %.
ZaskrbljujoCe rezultate je pokazala tudi koncentracija 100 nM, saj se je Stevilo negibnih bolhic po
prvi meritvi gibalo zelo blizu letalne doze 50, po zadnji meritvi pa jo je Ze presegala. Trdimo lahko,
da so tovrstni organizmi zelo obcutljivi na prisotnost cinkovega piritiona, predvsem v obmocju uM
(mikromolarne) koncentracije.

Pri testu Lipidium so bili rezultati drugacni. Pri tem testu toksi¢nosti po 48 urah ni bilo tako zelo
izrazitega upada rasti pri kalitvi v primerjavi z Allium cepa in Daphnio magno. Nekaj zaviranja rasti
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je bilo zaznanega po 48 urah, saj rezultati niso dosegali ali presegali negativhe kontrole, vendar
razlika od kontrole do najslab3e uspele rasti ni presegala 28 %, pri éemer smo najvecji u€inek
zaznali pri najnizji koncentraciji. Po 72 urah so bili rezultati Ze malo bolj jasni pri zaviranju rasti,
kar je opazno pri treh najvisjih koncentracijah (1, uM, 10 yM in 100 uM), vendar se zavirana rast
prav tako pokaze pri dveh najnizjih koncentracijah (1 nM in 10 nM). Koncentracija 100 nM je
presenetljivo presegala negativno kontrolo (0) kar za 15 %. V tem primeru lahko trdimo, da bi bilo
treba izvesti ve€ bodocih analiz v ve€ paralelkah na tovrstni organizem za boljSe razumevanje, ali
je organizem bolj odporen na ZnPT. Hkrati lahko sumimo tudi na biolosko napako, kar pomeni, da
bi bilo eksperiment smiselno Se vsaj dvakrat neodvisno ponoviti.
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7 SUMMARY

In the thesis, we investigated the chemical properties of zinc pyrithione (ZnPT), its use and its
potentially toxic effect on humans and the environment, as it is used in various products for
problematic scalp and in coatings of vessels to prevent the accumulation of organisms on the hull
of vessels. To better understand its effects on aquatic organisms and to determine the presence
of ZnPT in hair care products, we used the experimental methods Allium cepa L., Lipidium and
Daphnia magna, compiled a survey and field-tested shampoos offered on the Slovenian market
for problems with dandruff or psoriasis.

With the results obtained from the survey respondents, we found that among the 207 participants
as many as 30 % had problems with dandruff and 3.4 % with psoriasis. We also obtained the
names of the brands of shampoos they use, the names of the brands they would use in the event
of a problem, and the names of the brands associated with dandruff. We reviewed the chemical
composition of the brands cited by the respondents and the brands that are marketed as a remedy
for problem hair and scalp in stores and on websites. It turned out that with the exception of two
brands, none of them contained zinc pyrithione, which was to be expected since the EU banned
the use of the chemical ZnPT after 15t March 2022 in accordance with the Commission Regulation
(EU) 2021/1902, adopted in 2021. Although studies have shown negative effects of ZnPT on
cellular function and toxic effects on the human respiratory system, there should be no concern
about humans being harmed by cosmetics containing ZnPT thanks to Regulation 1223/2009 and
the strict REACH regulations. However, when reviewing the most commercialized anti-dandruff
shampoo, Head & Shoulders, we compared the EU and the US market. Here, we came across a
new chemical called piroctone olamine, which is currently used as a substitute for zinc pyrithione
and is said to have similar effects in the care of problematic hair and scalp. Just as in the case of
ZnPT, various analyses and studies will be available for piroctone olamine in the future, which will
contribute to a better understanding of the properties and potential effects of piroctone olamine on
humans and the environment.

With the help of experimental ecotoxicological tests, we obtained results that confirmed the toxic
effect of ZnPT on the growth and functioning of living organisms. Six different concentrations were
used (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM and 100 uM). In the Allium cepa L. toxicity test, a
decrease in root growth was observed in parallel with increasing concentration across all three
measurements. The highest two concentrations stood out, as the last measurements differed by
more than 50% compared to the control. It can be argued that ZnPT has noticeable negative
effects on the growth of the test organism, but they are more pronounced in the range of 10 uM
to 100 uM.

Drastic results were also shown for Daphnia magna water fleas, with 100% of the exposed fleas
dying after only 24 hours at the highest concentrations. The lowest two concentrations did not
cause any significant harm, with 85% of the fleas surviving after 48 hours at both concentrations.
The 100 nM concentration also showed worrying results, as it was very close to the lethal dose of
50 after the first measurement, and already exceeded it after the last measurement. It can be said
that these organisms are very sensitive to the presence of zinc pyrithione, especially in the yM
(micromolar) concentration range.
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The results of the Lipidium test were different. In this 48-hour toxicity test, there was no such
pronounced decline in germination growth compared to Allium cepa and Daphnia magna. Some
growth inhibition was detected after 48 hours as they did not reach or exceed the negative control,
but the difference from control to worst growth success was not greater than 28%, with the greatest
effect seen at the lowest concentration. After 72 hours, the results were slightly clearer for growth
inhibition, which was observed at the three highest concentrations (1 uM, 10 uM and 100 yM), but
growth inhibition was also observed at the two lowest concentrations (1 nM and 10 nM). The
concentration of 100 nM was surprisingly superior to the negative control (0) by as much as 15%.
In this case, we can argue that it would be necessary to perform several future analyses in several
parallels on this type of organism to better understand if the organism is more resistant to ZnPT.
At the same time, we can also suspect a biological error, which means that it would make sense
to repeat the experiment independently at least two more times.
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9 PRILOGE

Priloga 1: Anketni vprasalnik

Ugotavljanje nasih navad pri uporabi
samponov za nego las

Pozdravljeni,

sem §pela, absolventka Fakultete za varstvo okolja. V okviru svojega diplomskega
dela preucujem vsebnost razlicnih kemikalij v izdelkih za nego las, predvsem v
Samponih, s

poudarkom na izdelkih za nego suhega lasis¢a. Z anketo Zelim pridobiti podatke
o nasih navadah glede dnevne nege las in uporabe komercialnih Samponov.

Z vaso pomocjo bom lahko ocenila potencialno uporabo

kemikalij za nego las in laZje izbrala tisto kemikalijo, za katero bom v
laboratoriju preverila njeno strupenost in ocenila njene vplive na zdravje
okolja in ljudi.

Anketa je kratka, enostavna in anonimna!

Hvala za vas ¢as in pomo¢, saj mi s tem omogocate doseci
potrebne rezultate za mojo raziskavo.

Spela

* Nakazuia ohverno ynraganie
Nakazuje cbvezno vpracanje

1. Spol?
0znacite samo en oval.
Moski
Zenska

2.

3.

4.

46

Starost? *
0Oznacite samo en oval.

10-19
20-29
30-39
40-49
50-59
Nad 60

Kako pogosto na teden umivate lase? *

0Oznacite samo en oval.

1x
2x
3x
4x

Vsak dan

Koliko razli¢nih izdelkov za nego las pri umivanju/negi najpogosteje
uporabljate?

Oznacite samo en oval.

0
1
2
3

4 ali vec
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5. Na kaj ste pozorni pri nakupu Sampona za lase? (moznih ve¢ odgovorov) *
Izberite vse primerne odgovore.
[~} Sampon kupim nakljuéno

[] $ampon kupujem samo od doloZene znamke

|_| Pomemben je vonj 3ampona

|| Vedno pregledam sestavine $ampona

d §ampon izberem glede na zahteve mojih las (kodri, suho/mastno lasisée, barvani
lasje...)

O Najpogosteje kupim Sampon za ob&utljivo koZo

[ 1zbiram cenovno ugodnejse izdelke

O Kupujem samo naravne Sampone
[_| Sampon izdelam sam/a

6. Na katero znamko 3ampona pomislite, ko sliSite besedo PRHLJAJ? (MozZno *
je vec odgovorov)

Izberite vse primerne odgovore.

("] Head & Shoulders
: iKerastase

(] ercos

L EOlaplex

[ voreat

[ subrina

[] subrina Recept
(] Averde

[ Batea

[ Naturavit

(] brugo:

11. Soglasje za obdelavo osebnih podatkov

7. Imate morda teZave s prhljajem ali z luskavico? *

0Oznacite samo en oval.

Da, s prhljajem

- Da, z luskavico

Ne

e I )

8. Ali zaradi zgoraj ih tezav ? Kateri?
(Celotno ime Sampona, primer: Head & Shoulders Menthol fresh)

0Oznacite samo en oval.

) Nimam teZav.

Ne za mojo teZavo

Drugo:

9. Se vam zdi, da komercialni 3amponi uporabljajo veliko kemikalij?
0znacite samo en oval.

Da

Ne

10. Koliko kemikalij po vaSem mnenju je povpreéno zapisanih med
sestavinami komercialnih Samponov?

0Oznacite samo en oval.
Do 10

Med 101in 20

Med 20in 30

_ | Ve€ kot 30

Osebne podatke, ki nam jih boste posredovali, bomo obdelali v skladu s
pogoji iz Uredbe (EU) 2016/679 Evropskega parlamenta in Sveta.
Posredovane osebne podatke bo Fakulteta za varstvo okolja uporabila
za izdelavo izobraZevalnih gradiv, organizacijo izobraZevalnih spletnih
seminarjev in obves¢anje o svojih projektnih dejavnostih. Soglasje

lahko prekli¢ete na info@fvo.si.

Oznacite samo en oval.

Se strinjam

Hvala, ker ste izpolnili anketo! :)
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Priloga 2: Povzetek meritev Allium testa s sploSnimi statisticnimi parametri

K POZ K ZnPT
0,1%
DMSO 0,1M
DAN PARAMETER v dH20 HCI 1 nM 10nM | 100 nM 1uM

Povpre€na dolzina korenin (PDK) (cm) 1,903 0,047 1,749 1,615 1,717 2,004 0,926 0,549

PDK glede na kontrolo (%) 100,0% | 2,5% 919% | 849% | 90,2% | 1053 % | 48,6 % | 28,8 %

MIN 0,600 0,000 1,000 0,600 0,600 1,100 0,300 0,300

MAX 2,900 0,200 2,500 2,500 2,800 2,900 1,900 0,900

3 MEDIANA 2,000 0,050 1,900 1,750 1,700 1,900 0,800 0,500
SD 0,529 0,055 0,480 0,557 0,678 0,500 0,447 0,152

SD (%) 28 % 118 % 27 % 34 % 39 % 25 % 48 % 28 %

SE 0,089 0,009 0,081 0,094 0,115 0,085 0,076 0,026

SE (%) 8,9 % 0,9 % 8, 1% 9,4 % 11,5 % 8,5 % 7,6 % 26 %

Povpre€na dolZina korenin (PDK) (cm) 3,026 0,050 3,046 2,786 2,771 2,948 1,180 0,589
PDK glede na kontrolo (%) 100,0% | 1,7% [100,7% | 921% | 91,6% | 974 % | 39,0% | 195%

MIN 1,400 0,000 1,300 1,400 1,400 1,500 0,500 0,200

MAX 4,600 0,600 5,000 4,500 4,600 4,400 3,200 1,400

5 MEDIANA 3,000 0,000 3,000 2,800 2,600 2,800 1,000 0,600
SD 0,831 0,136 0,840 0,973 0,972 0,782 0,715 0,295

SD (%) 27 % 2711 % 28 % 35 % 35 % 27 % 61 % 50 %

SE 0,140 0,023 0,142 0,164 0,164 0,132 0,121 0,050

SE (%) 14,0 % 2,3% 142% | 164% | 164% | 132% | 121 % 5,0 %

Povprecna dolzina korenin (PDK) (cm) 3,588 0,051 4,241 4,171 3,760 3,670 1,549 0,614
PDK glede na kontrolo (%) 1000% | 1,4% |118,2% | 116,3% | 104,8% | 102,3% | 43,2% | 171 %

MIN 1,600 0,000 1,300 1,000 1,600 1,700 0,200 0,300

MAX 5,700 0,600 5,900 6,200 8,400 6,300 3,800 1,600

7 MEDIANA 3,450 0,000 4,400 4,300 3,700 3,800 1,300 0,500
SD 1,188 0,136 1,159 1,076 1,310 0,902 1,012 0,333

SD % 33 % 264 % 27 % 26 % 35 % 25 % 65 % 54 %

SE 0,201 0,023 0,196 0,182 0,221 0,152 0,171 0,056

SE (%) 20,1 % 23 % 196% | 182% | 221% | 152% | 17,1 % 5,6 %
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Priloga 3: Povzetek meritev Lipidium testa s sploSnimi statisti¢nimi parametri

K POZ K ZPT
0,1 % DMSO
DAN PARAMETER v dH20 0,1M HCI 1 nM 10 nM | 100 nM 1uM

Povprecna dolzina korenin (PDK) (cm) 1,435 0,113 1,095 1,160 1,350 1,290 1,308 1,170

PDK glede na kontrolo (%) 100 % 8 % 76 % 81 % 94 % 90 % 91 % 82 %

MIN 0,600 0,000 0,100 | 0,000 0,400 0,200 0,050 0,500

MAX 2,600 0,700 1,800 1,700 2,300 1,900 2,100 2,000

48 h MEDIANA 1,300 0,100 1,100 1,200 1,450 1,400 1,450 1,200
SD 0,430 0,164 0,384 | 0,386 0,486 0,499 0,556 0,383

SD (%) 30 % 146 % 35 % 33 % 36 % 39 % 43 % 33 %

SE 0,096 0,037 0,086 | 0,086 0,109 0,112 0,124 0,086

SE (%) 10 % 4 % 9 % 9% 11 % 11 % 12 % 9%

Povpre€na dolzina korenin (PDK) (cm) 2,365 0,128 1,715 2,163 2,720 2,216 2,300 1,595
PDK glede na kontrolo (%) 100,0 % 5,4 % 725% | 91,5% | 115,0% | 93,7% | 97,3% | 67,4 %

MIN 1,200 0,000 0,500 1,300 0,700 0,300 1,000 0,800

MAX 4,400 0,700 2,700 | 3,000 3,900 3,000 4,000 2,500

72h MEDIANA 2,200 0,100 1,750 | 2,100 2,800 2,500 2,350 1,600
SD 0,833 0,163 0,692 | 0,507 0,887 0,860 0,819 0,457

SD (%) 35 % 128 % 40 % 23 % 33 % 39 % 36 % 29 %

SE 0,186 0,036 0,155 | 0,113 0,198 0,192 0,183 0,102

SE (%) 19 % 4 % 15 % 11 % 20 % 19 % 18 % 10 %




