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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija kandidata diplomiranog facm#a Radave Madti pod

nazivom: [Emulzije ulje u vodi koje podleZzu brzoj inverziji faza na kozi: stabilnost,
koloidna struktura i primena kao nosafa fotoprotektivnih supstanci”, napisana je na 185
strana i sadrzi sedam poglavlja: Uvod, Cilj istvahija, Eksperimentalni deo, Rezultati i
diskusija, Zakljg@ak, Literatura i Prilozi. Na petku disertacije prilozen je rezime na
srpskom i engleskom jeziku.

Doktorska disertacija napisana je jasnim i pregiedstilom i sadrzi 53 grafka
prikaza (12 u opStem delu, 4 u eksperimentalnom d&7 u rezultatima i diskusiji), 26
tabela (3 u opStem delu, 7 u eksperimentalnom ddlé u rezultatima i diskusiji) i 300
literaturnih navoda koji secti razmatrane problematike.

UVODNI DEO obuhvata tri odeljkaEmulzije kao kozmeki vehikulumi/nosé
kozmetiki aktivnih supstanciSunevo (solarno) zréenje; Ispitivanje kozmekkih proizvoda
Svaki odeljak sadrzi informacije koje su od &ma za predmet préavanja doktorske
disertacije. Uprvom odeljky izdvojene su najziajnije informacije o emulzijama kao
nos&ima kozmeitki aktivnih supstanci. U okviru ovog odeljka navedesu najzngjnije
osobine raztitih tipova ,klasinih® emulzija, njihove prednosti i nedostaci kaenulgatori
koji se nafeke koriste za njihovu izradu. U ovom delu navedanii $oznati literaturni
podaci 0 novoj klasi emulzija tipa ulje-u-vodi (W/poznatih kaocSWOP (engl. SWitch QOil
Phas@ emulzije, koje su tema ove disertacije, o njihoveastavu i karakteristikama bitnim
za njihov nastanak, kao i metodama koje se mogistkoza karakterizaciju ovih emulzija.
Ove emulzije tipa u/v spedciie su po brzoj inverziji faza koja se odvija naikptlikom
njihove primene, a tehnologija izrade ovih emulzgaStéena je patentom. Dostupna
literatura i patent ne daju podatke o koloidnoplstri ovih emulzija, niti daju objasSnjenje
mehanizma inverzije faza, Sto kandidat prepozmdgresantnim za dalje ispitivanfggmu je
posveéena ova doktorska disertacija.

U drugom odeljku navedene su informacije o solarnom c¢ergu, njegovim
negativnim i pozitivnim efektima koje ostvaruje azk kao i pojedinim strukturama koze i
elementima u njima koji se direktno ili indirektradktiviraju prilikom delovanja UV (engl.
ultraviolet) zraka. Posebno je istaknut potencijal kozthketiaktivnih supstanci biljnog
porekla sa fotoprotektivnim efektom, pre svegarizpg polifenola (flavonoidaXa kvercetin
I rutin postoje brojni literaturni podaci o njihavoantioksidativnom i fotoprotektivnom
delovanju. Dihidrokvercetin (taksifolin) koji jer@ma hemijskoj strukturi slan kvercetinu i
rutinu predstavlja supstancu sa potencijalnom utogom@&nog (sekundarnog) UV filtera u
kozmettkim proizvodima, Sto bi bilo zanimljivo detaljnijespitati inkorporiranjem ove
supstance u podesan koznitivehikulum. Na osnovu dostupnih podataka dihigerketin
se, zbog povoljnog toksikoloskog profila, dugi mjadina upotrebljava kao antioksidans u
industriji hrane, a nalazi se i u bazi podatakaolgske komisije o kozmekim materijalima
— Coslng takaie sa ulogom antioksidansa.

Tre¢i odeljak posvéen je ispitivanju kozmetkih proizvoda i najzn&jnijim
metodama/tehnikama koje su kdéae u eksperimentalnom radu za ispitivagé&/OP
emulzija. U okviru ovog poglavlja istaknuti su zewitregulatornih tela Evropske Unije koji
su sadrzani u Uredbi EU o kozmidim proizvodima (Regulation EC No 1223/2009),
vodicima profesionalnih kozmekih udruzenja iz oblasti industrije kozm#ih proizvoda



za licnu negu kao Sto je profesionalno udruzenje evropskéstrije za knu neguCosmetics
Europe (poznato pod ranijim nazivonCOLIPA) i odbora za proizvode zachiu negu
Personal Care Product Council — PCP®oznat i pod ranijim nazivom udruzenje
proizvaiaca za lenu higijenu i mirisethe Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association —
CTFA Takaie su navedeni stavovi i preporuke &@ih savetodavnih tela kao Sto je tau
komitet za bezbednost potrédahe Scientific Committee on Consumer Safety — SCCS
pogledu testiranja kozmekih proizvoda, belezenju podataka i formiranju oyssy
dokumenta o kozmetkom proizvodu- Product Information File — PIFU poglavlju su
istaknuti podaci o prednostima i nedostacima sgzanalize iin vivo instrumentalnog
ispitivanja u testiranju efikasnosti kozniing proizvoda. Posebno su navedeni podaci o
propisima za odddvanje SPF (englsun protection factgri UVA-PF (engl.ultraviolet A-
protection factoy kozmettkih proizvoda za zastitu od UV zienja sa osvrtom na dobro
dokumentovane prednodti vitro ispitivanja u odnosu na vivo ispitivanja.

SveukupanCILJ RADA bio je da se izvrSi formulisanje i sveobinvatna fizi¢ko-
hemijska karakterizacija nove klase emulzionih sisgma tipa u/v, baziranih na SWOP
tehnologiji, ispita stabilizacioni potencijal emulgatorskog sistema, sagleda koloidna
struktura ove vrste emulzionog vehikuluma i proceni moguénost inkorporiranja
dihidrokvercetina kao kozmeti¢ki aktivne supstance sa fotoprotektivnim potencijabm u
ispitivani emulzioni vehikulum (procena fotoprotektivnog potencijala, model uzoraka,
bi¢e izvrSenain vitro odredivanjem SPF i UVA-PF).

EKSPERIMENTALNI DEO obuhvataMaterijale u kome su navedene sirovine koje su
koris¢ene u eksperimentalnom radiMietode i opremagde suopisani postupci dobijanja i
metode karakterizacije formulacigWOPemulzija i poredbenih emulzija tipa u/v i voda-u-
ulju (v/u) bez i sa kozmetki aktivnom supstancom dihidrokvercetinom i/ili Ufterom
homosalatom.

Eksperimentalni rad odvijao se u tri faze.

U prvoj fazi eksperimentalnog radormulisana je serija emulzije u/v tipa stabiligan
nejonskim emulgatorom i blagim anjonskim surfakbamtu odnosu 4:1,5, koji je neophodan
za dobijanjeSWOPemulzije. Korigene su raztite komponente masne faze (ulja) da bi se
procenio uticaj polarnosti i porekla ulja na stab#t emulzija. Emulzije su iztane sa i bez
dodatka polimernog stabilizatora vodene faze dsehspitao uticaj razlitih stabilizatora na
stabilnost emulzionog sistema. Za svaku formulagjipremljeno je nekoliko uzoraka
razlicitim postupkom izrade, sa ciljem da se odabereaggdniji postupak. Preliminarna
procena fiziko-hemijske stabilnosti u toku periodavanja od 30 dana i izbor optimalne
model formulacije SWOP emulzije izvedene su na osnovu slgde ispitivanja:
organolepttke procene, oddivanja elektréne provodljivosti i pH vrednosti uzoraka,
ispitivanja fizicke stabilnosti (test centrifugiranja), procene peom velkine kapi primenom
svetlosne mikroskopije i reoloSka karakterizadijanastavku istrazivanja u okviru ove faze
formulisane su poredbene konvencionalne emulzig tu/v i v/u, sa kvalitativno i
kvantitativno identinim komponentama masne faze u odnosu na izabramabpu model
formulaciju SWOP emulzije radi njihovog sveobuhvatnog pideaja. Da bi se odabrale
najbolje formulacije poredbenih emulzija tipa ut/u, s aspekta fizko-hemijske stabilnosti,
primenjene su iste metode za preliminarnu procemgkb-hemijske stabilnosti u toku
periodacuvanja od 30 dana kao kod ispitivar§@VOPemulzije. Dodatno, da bi se izvrSilo
poreienje i utvrdile razlike i/ili sknosti izmeu izabrane optimalne model formulacije
SWOPemulzije i poredbenih emulzija tipa u/v i v/u, itema je fizEko-hemijske stabilnost,



estetske i aplikativne osobine uzoraka u toku odgguweg vremenauvanja (90 dana i
tokom testa ubrzanog starenja).

Druga faza eksperimentalnog radabuhvatila je merenja kontaktnog ugla za odabranu
SWOPemulziju i poredbenu emulziju tipa u/v. Merenjenoipena kontaktnog ugla izmhe
kapi vode aplikovanih na koZu tretiranu odabranonulgijom i tretirane koze u odtenim
vremenskim intervalima pot#ena je inverzija faza kod odabraB&/OPemulzije. U okviru
ove faze ispitana je koloidna struktura uzorakap@sebnim osvrtom na distribuciju vode u
sistemu, a za to su pripremljeni binarni sisteramulzije upro&enog sastava — jednostavne
emulzije. Njihova fizéko-hemijska karakterizacija obuhvatila je svetlosnpolarizacionu
mikroskopsku analizu i termalne metode (diferemegaskenirajda kalorimetrija — DSC i
termogravimetrijska analiza — TGA). U nastavku gaudprovedena je procena senzornih
osobina odabrane formulacije i poredbenih emutgga u/v i v/u. Procenu odienih i jasno
definisanih osobina, bitnih za emulzione sistermetSila je odabrana grupa panelista nakon
primene ispitivanih uzoraka. Da bi se uporedili gkl rezultati senzorne analize i rezultati
merenja sprovedenih i vitro uslovima i uspostavile odgovarégi korelacije izvrSena je
fizicko-hemijska karakterizacija koja je obuhvatila nmgee elektréne provodljivosti i
ispitivanje reoloskih karakteristika ispitivan8WWOPi poredbenih emulzija sa i bez prisustva
rastvora sihog znoju, odnosno pfi&cene vode kao i na ragiiim temperaturama (20 °C i
32 °C). Na osnovu literaturnih podataka pripremiemastvor sian znoju i napravljene su
smeSe emulzionih vehikuluma bez kozrdtiaktivne supstance i rastvoracésiog znoju
(veSt&ki znoj) u odnosu 5,3:1 (vehikulum:ve&ka znoj). Da bi se ispitao uticaj efekta
razblazenja na viskozitet emulzija, pripremljenessese vehikuluma bez koznétiaktivne
supstance sa pfi8cenom vodom u istom odnosu.

U okviru trece faze eksperimentalnog radaspitana je mogtnost inkorporiranja
alkoholnog/etanolnog rastvora model kozmiedi aktivne supstance dihidrokvercetina u
odabranu formulacijuSWOP emulzije i uporedno u poredbenu emulziju tipa ulNa
pripremljenim uzorcima izvrSena je preliminarnagaoa fizéko-hemijske stabilnosti u toku
periodacuvanja od 30 dana, a metode ispitivanja su obukvatrganoleptiku procenu,
odretivanje elektréne provodljivosti i pH vrednosti uzoraka, ispitiyarfizicke stabilnosti
(test centrifugiranja), procenu promene &eke kapi primenom svetlosne mikroskopije,
reolosku karakterizaciju primenom kontinualnih m&Mdih merenja i termalnu analizu. U
nastavku studije na uzorcim@WOP i poredbene emulzije tipa u/v sa inkorporiranim
razlicitim koncentracijama dihidrokvercetina sprovedemo gdreivanje SPF i UVA-PF
spektrofotometrijski un vitro uslovima. Dodatno, 8WOPemulziju sa dihidrokvercetinom
ugraien je i UVB filter homosalat, a pripremljene sumwzije za pordenje:SWOPemulzija
sa inkorporiranim homosalatom standardna emulzija sa homosalatom ka8WORP i
poredbene emulzije tipa u/v bez aktivhe supstaNeeosnovu odienog SPF i UVA-PF
primenom in vitro spektrofotometrijske metode procenjen je uticdjidiokvercetina na
stabilnost i fotoprotektivni efekat homosalata. [gdpremljenim uzorcima je izvrSena
preliminarna procena figko-hemijske stabilnosti u toku periodaivanja od 30 dana, a
metode ispitivanja su obuhvatile: organolékdi procenu, odiivanje elektréne
provodljivosti i pH vrednosti uzoraka, ispitivanfezic¢ke stabilnosti (test centrifugiranja),
reoloSku karakterizaciju primenom kontinualnih o&dih merenja i procenu promene
velicine kapi primenom svetlosne mikroskopije. Za patvrieproduktivnosti rezultata
koris¢ene su i dve komercijalno dostupne emulzije sastadiije su vrednosti zasStitnog
faktora od sunca SPF 10 i SPF 20, a sadrze komjiraaganskih UV filtera. Na ispitivanim
uzorcima SWOP emulzije 1 poredbene emulzija tipa ulv sa inkonaoim
dihidrokvercetinom urdena jein vivo preliminarna procena efikasnosti i bezbednosnog
profila upotrebom metode bioinzenjeringa koze utkatajnoj studiji na zdravoj kozi
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dobrovoljaca. U nastavku studije, zbogcewe kristalizacije model aktivhe supstance
dihidrokvercetina, pripremljeni su novi uzor@WOP emulzija sa dihidrokvercetinom
prethodno rastvorenim u propilenglikolu, kaissWOP emulzija bez aktivhe supstance sa
propilenglikolom. Pripremljeni uzorci podvrgnuti sproceni fizéko-hemijske stabilnosti u
toku periodacuvanja od godinu dana, a metode ispitivanja su adttile: organoleptiku
procenu, odrdivanje elektréne provodljivosti i pH vrednosti uzoraka, ispitiyanfizicke
stabilnosti (test centrifugiranja), procenu promewelicine kapi primenom svetlosne
mikroskopije, reoloSku karakterizaciju primenom #ounalne reoloSke analize, odreanje
sadrzaja kozmaeiki aktivne supstance i termalnu analizu.

REZULTATI | DISKUSIJA prikazani suna 62 stranice teksta, kroz 37 gekin prikaza i
16 tabela, kroz slede odeljke:Rezultati i diskusija | faze eksperimentalnd&ezultati i
diskusija Il faze eksperimentalno&ezultati i diskusija Ill faze eksperimentaln@gla.

Na kraju doktorske disertacije datZ&KLJU CAK, izveden na osnovu dobijenih rezultata
istrazivanja i njihove analize.

U poglavljuLITERATURA navedeno je 300 referenci citiranih harvardskitosti

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati doktorske disertacije podeljeni su wcéline, shodno postavljenim ciljevima.

U okviru prvog dela prikazani su rezultati prelivaine fizéko-hemijske karakterizacije
SWOPIi poredbenih emulzija tipa u/v i v/u (organolégt procena, oddévanje elektréne
provodljivosti i pH vrednosti uzoraka, ispitivanfezicke stabilnosti (test centrifugiranja),
procena promene veéine kapi primenom svetlosne mikroskopije i reolo&iesakterizacija
primenom kontinualne reoloSke analize) na osnovjihkg izabrana optimalna model
formulacijaSWOPemulzije i poredbene emulzije tipa u/v i v/u, gekeu posluzile za dalja
detaljnija ispitivanja fiztko-hemijske stabilnosti u toku prirodnog starengh @ dana |
ubrzanog starenja. Na osnovu preliminarne proceaékd-hemijske stabilnosti ispitivanih
uzoraka utena je neophodnost prisustva atineog polimernog stabilizatora - natrijum
poliakrilata u sastavu uzoraka i uteno da sastav/vrsta masne faze ima uticaj na rstebil
SWOPemulzije. U pomenutim ispitivanjima utteno je da je poredbena emulziju tipa v/u
nestabilna, dok s@WOPi poredbena emulzije tipa u/v bile stabilne u ustea prirodnog
starenja u toku 90 dana.

Na osnovu rezultata prve faze, za ispitivanja ugdrdazi odabrana je model formulacija
SWOPemulzije i poredbene emulzije tipa v/u. Da bi sévpdilo speciféno ponasanjSWOP
emulzije koje se ogleda u brzoj inverziji faza igoim njene primene na kozi, koégna je
metoda merenja kontaktnog ugla iztuekapi preéis¢ene vode i koze na koju je primenjena
emulzija SWOPi poredbena emulzija tipa u/v). Na osnovu podatadaaenja dobijena je
tacka inverzije zaSWOPemulziju na kozi u rasponu od 6 do 15 minuta, gpaeedbenu
emulziju tipa u/v nije se mogla dobiticte inverzije ni nakon 30 minuta merenja. Na ovaj
nain potvidena je razlika izmi#u SWOP emulzije i poredbene emulzije tipa u/v. Kod
uzorakaSWOPemulzije izmereni su kontaktni uglovi od °3Dveci, Sto ispitivanuSWOP
emulziju svrstava u vodootporne emulzije. Ispitigam koloidne strukture emulzija
koris¢enjem seta pripremljenih binarnih sistema i jedaasih emulzija mikroskopskom
analizom, udene su zn&jne strukturne razlike iznda SWOPemulzija i emulzija tipa u/v i
v/u. Kod SWOPemulzije ug@en je diskontinuirani sloj verovatno od nejonskoguégatora
(poligliceril-2 dipolihidroksistearat) i anjonskogurfaktanta (natrijum lauril glukoza
karboksilat, lauril glukozid) oko vode gelirane poérom. Ovi prekidi emulgator/surfaktant
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slojeva mogli bi biti razlog curenja vode iz nam8eel strukture prilikom primene emulzije
na koZzi i njene brze inverzije u emulziju tipa vKod emulzije tipa u/v gelirana voda je
kompletno zatvorena u pravilno oblikovane struktbhez znakova ,curenja“ vode iz gdla
izgleda da ima pravilniju/konzistentnijuévrséu strukturu odSWOP emulzije. Primenom
metoda termalne analize (DSC i TGA), moze se zé&kijua SWOP emulzija pokazuje
znatno brze isparavanje vode u odnosu na poredéenilziju tipa u/v, kao i da zfajan
procenat vode ostaje zarobljen u emulzionim sisteanf8WOP i emulzije tipa ulv, Sto
ukazuje na prisustvo vezane vode i na strukturmagteksnost ispitivanih uzoraka emulzija.
Odretivanjem elektitne provodljivosti potwtena je razlika izm& SWOP emulzije i
poredbenih emulzija tipa u/v i v/u, pfému su vrednosti elekéne provodljivosti z&EWOP
emulziju bile veoma visoke (preko 100&/cm). Dodatkom rastvora &tiog znoju (prisutni
joni) kod SWOP emulzije priméeno je neznatno potanje elektitne provodljivosti, Sto
ukazuje na dobru karakteristiku ispitivane formy&a&SWOPemulzije u pogledu prisustva
jona. Dalje dodavanje jona dovelo bi do brzog peld&tricne provodljivosti zbog inverzije u
emulziju tipa v/u. Kontinualna reoloSka karaktecifa ukazala je daSWOP emulzija
pokazuju nenjutnovski tip ¢enja sa umerenom tiksotropijom Sto se smatra paguadn
osobinom koja olakSava proizvodnju i primenu enjejzia oscilatorna reoloska
karakterizacija ukazuje na dominantno etasti ponaSanje karakterigtio zacvrsta tela, u
oblasti primenjenih deformacija. Testiranjem iznméne reoloSkih parametara primenom
jednofaktorske ANOVA kao i na osnovu rezultata sene studije potveno je da se
poredbena emulzija tipa v/u Zizgno razlikuje odSWOPemulzije i poredbene emulzije tipa
u/v, dok seSWOPemulzija i poredbena emulzija tipa u/v Zago razlikuju po prividnim
viskozitetimanmax i 7min merenim na 32 °C u prisustvu rastvorarsdg znoju, kao i po
prinosnom naponu merenom na 32 °C, odnosno po zaaaim atributimagustina i
konzistencijalzmeiu analiziranih atributa i reoloSkih parametara dwie su korelacije koje
se mogu iskoristiti za predianje senzornih karakteristi@/NVOPemulzije u toku formulacije

i preformulacije samo na osnovu sprovedenih redfoBkerenja pod definisanim uslovima.
Utvrdeno je i da odigeni atributi §jaj uzorka elastinost masn@a, blagost lepljivost filmg
masnda filma, sjaj filma i spiranje filmg znatno zavise od sastava masne faze i
upotrebljenih emolijenasa, pa se ne mogu predvidatho na osnovu instrumentalnih
merenja. Atributspiranje filmapotvrdio je bolju vodootporno 8 WOPemulzije u odnosu na
poredbenu emulziju tipa u/v.

Rezultati trée faze eksperimentalnog rada prdaistiz formulacije SWOP emulzija sa
kozmettki  aktivnom  supstancom  dihidrokvercetinom. Ré&i  koncentracije
dihidrokvercetina inkorporiranog WWOP emulziju, nisu uticale na pH i elekinu
provodljivost emulzionog vehikuluma, kao ni na ki stabilnost ispitivanih uzoraka.
Reoloska kontinualna analiza pokazala je da dod#itaélrokvercetina i korastvata (etanol
i/ili propilenglikol), utice na promenu viskoziteta optimalne model formua&WOP
emulzije (smanjenje viskoziteta u rasponu 15% - 4086 pa&etne vrednosti), ali ne
naruSavaju emulzionu struktu@WOPemulzije. Mikroskopskom analizom uzora&&VOP
emulzije sa dihidrokvercetinongifa je koncentracija bila & od 0,5% m/m, bez obzira na
korastvara (etanol ili propilenglikol) zabeleZzena je pojavastala aktivhe supstance, dok u
uzorcimaSWOPemulzije sa 0,5% m/m dihidrokvercetina i propilkkgiom (10% m/m) nisu
se formirali kristali dihidrokvercetina ni nakon 8@na od izrade uzoraka. Termalna analiza,
DSC, potvrdila je da prisustvo dihidrokvercetinkorastvarda ne naruSava struktu@WOP
emulzije. Primenom reverzno faznérie hromatografije visokih performansi pateno je da
se sadrzaj dihidrokvercetina SWOP emulziji smanjuje (antioksidans se ,troSi) tokom
vremena, Sto se manifestovalo i u promeni boje k&zdokom godinu dang&uvanja na
temperaturi ispod 30 °C. Istovremeno, @ je i sadrzaj kvercetina u uzorcinfWVOP



emulzije sa inkorporiranim dihidrokvercetinom i eéd¥en je porast njegovog sadrzgjae

je potvidena pretpostavka da se dihidrokvercetin tokom vremeksidiSe u kvercetin.
IspitivanaSWOPemulzija kao nosaza dihidrokvercetin nije bila dovoljna zaStitaadivnu
supstancu, pa bi bilo zé&no ispitati koji bi antioksidanasi mogli pozitionuticati na
stabilnost aktivne supstance dihidrokvercetina imtdaciji SWOPemulzije za zastitu koze
od UV zraenja. In vitro odrelen SPF optimalne model formulacig@VOPi poredbene
emulzije tipa u/v bez aktivne supstance, bio je(%8) dok su izmereni UVA-PF bili raziti
(redom 3,8, odnosno 2,8). EmulzijfSWOPi poredbena emulzija tipa u/v) sa 5% m/m
dihidrokvercetina, imale su viSm vitro odretene vrednosti i SPF i UVA-PF, Sto ukazuje na
potencijalnu fotoprotektivnhu aktivnost dihidrokvetma. Dobijen UVA-PF/SPF odnos je Vvisi
od 0,33 za testirane uzor&VOPI poredbene emulzije tipa u/v sa dihidrokvercetingto
ukazuje da se dihidrokvercetin moze razmatrati Wabfilter sa potencijalnim efektom u
UVA i UVB oblasti. Na osnovu dobijenih vrednosti BWF za ispitivane uzorkE WOP
emulzije sa dihidrokvercetinom i/ili homosalatom inpecen je sinergistki efekat
dihidrokvercetina kada je primenjen/kombinovan szratim UV filtrom homosalatom.
Rezultati in vivo studije performansi ukazali su na bolji hidratacigotencijal SWOP
emulzije u odnosu na poredbenu emulziju tipa wwestanak promena pH koze i vrednosti
eritem indeksa nakon primen&WOP emulzije, zajedno sa rezultatima za TEGV
(transepidermalni gubitak vode), ukazuju na zadavajwi preliminarni iritacioni potencijal
ispitivanih SWOP uzoraka. Posebno dizajnirana, dvominutna kratk@ratudija préenja
promena hidratacijetratum corneura ukazala je na inverziju faza k&WOPemulzije, Sto
se manifestovalo padom vredndstiratacije stratum corneura u toku 2 minuta.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERA TURE

Rezultati dobijeni i predstavljeni u okviru prvezéarada potvrdili su navode iz
patentaBeuché i sar., (2008)kazuji nainjenicu da je za izradu stabilnBWOPemulzija
nephodno prisustvo polimernog ugw&ca. Dodatno, utveno je da je postupak izrade
SWOP emulzija jednostavan i ghn postupku izrade emulzija tipa u/v, Sto je tekau
saglasnosti sa navodimBeuché i sar., (2008 Ispitivanjem stabilnosti uzorak& WOP
emulzije i poredbenih emulzija tipa u/v i v/u u@sama prirodnog starenja u toku 30 dana,
90 dana i u uslovima ciklhog temperaturnog stres testa pdévra je zadovoljavaja
stabilnostSWOPemulzije i na osnovu ovih rezultata moze se piaelvinjena stabilnost u
toku duzeg vremeng&uvanja, Sto je u saglasnosti sa navodiBeuché i sar., (2008)
Metodom merenja kontaktnog ugla izioe kapi pre€iscene vode i koze na kojoj je
primenjena emulzija potiteno je specitino ponasanj&SWOPemulzije odnosno inverzija
faza 1 prelazak u emulziju tipa v/u, koji se odvijatoku od 6 do 15 minuta, Sto je u
saglasnosti sa navodimBeuché i sar., (2008)Za razliku od uzorkaSWOP emulzije,
poredbena emulzija tipa u/v ni nakon 30 minuta odlgre inverziji. Kod uzorak& WOP
emulzije izmereni su kontaktni uglovi od 30° i¢yesSto ih prema navodimbBlagens i sar.,
(2007) kategorizuje kao vodootporne bez potrebe za dodatastiranjem po COLIPA
metodi za odrdivanje vodootpornosti GOLIPA Guidelines for Evaluating Sun Product
Water Resistance, 2005

Do sada, o koloidnoj struktu®WOPemulzija nema publikovanih rezultata, pa se
ispitivanjem koloidne strukturéeSWOP emulzija dosSlo do interesantnih podataka i o
mehanizmu inverzije faz&WOP emulzije, koji takde, do sada nije opisan u literaturi.
Primenom mikroskopske analize ispitivana je koloidna struattBWOP i poredbenih
emulzija tipa u/v i v/u, prtemu su udene zndéajne razlike izméu ispitivanih emulzija. Kod
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SWOPemulzije ugen je diskontinuirani sloj (verovatno nejonskog égatora (poligliceril-2
dipolihidroksistearat) i anjonskog surfaktanta (jain lauril glukoza karboksilat, lauril
glukozid) oko vode gelirane polimerom. Prema nanwdBarreiro-lglesias i sar., (2003)
viSak natrijumlaurilsufata proizvodi viSe jona ibBbdnih micela u medijumu, izazivéju
skupljanje mikrogela karbomera i smanjenje viskatait Sléno, udeni prekidi
emulgator/surfaktant slojeva na mikrografija@&/OPemulzija mogli bi biti razlog curenja
vode iz naruSene gel strukture prilikom primene keffeina kozi i njene brze inverzije u
emulziju tipa v/u, zbog pretpostavke da prisustvgoiaskog surfaktanta (natrijum lauril
glukoza karboksilat) izaziva skupljanje poliakniag gela i kao posledica toga dolazi do
curenja vode iz gelaPrema navodimalaksic i sar., (2012) i Savic i sar., (2011)
termogravimetrijska analiza je jedna od metoda Ishjgi za procenu distribucije vode u
ispitivanim uzorcima kao i njihove potencijalne &iolne strukture i potencijalnog efekta
vlazenje koze, pa je primenjena zajedno sa metatiterencijalne skenirajte kalorimetrije
za analizu uzorak8 WOPIi poredbenih emulzija tipa u/v i v/u. Na osnovibijenih rezultata
moze se zakliti da SWOPemulzija pokazuje znatno brze isparavanje vodelnosu na
poredbenu emulziju tipa u/v, pfemu maksimum prvog Sirokog pika priéegog u rasponu
temperatura od 78 °C do 84 °C i od 85 °C do 88 &Gspitivane uzork&WOPI poredbene
emulzije tipa u/v najverovatnije odgovara ispargnarvode (vezane polimernim
stabilizatorom natrijum poliakrilatom) Sto je u &posti sa navodim&sizmazia i sar.,
(2010. Primeteno je i da zn@jan procenat vode ostaje zarobljen u emulzionstesiima
SWOPIi emulzije tipa u/v, Sto ukazuje na prisustvo veza/ode razéitim vezama i na
strukturnu kompleksnost ispitivanih uzoraka emalzip dodatno uzorci ndijim DCS
termogramima se @avaju viSe diferencirane krive oslatzgu razltito vezanu vodu u
nekoliko faza, Sto ukazuje na mdgost @ekivanog produzenog efekta vlazenja, a to je
takade, u saglasnosti sa navodin@@sizmazia i sar., (2010)Odreiivanjem elekténe
provodljivosti potvdena je razlika izmiu SWOPemulzije i poredbenih emulzija tipa u/v i
v/u, pri ¢emu su vrednosti elektne provodljivosti zaSWOPemulziju bile veoma visoke
(preko 100QuS/cm), dok su za poredbenu emulziju tipa u/v bdéb@0uS/cm, a za emulziju
tipa v/u ispod 1uS/cm, Sto je u skladu sa rezultatima prethodnidigtyliang i sar., 2013;
Prieto i Calvo, 201Bpo kojima visoke vrednosti elekinie provodljivosti (viSe od 50S/cm)
ukazuju na u/v emulzije, dok niske vrednosti (mamgel uS/cm) ukazuju na emulzije tipa
v/u jer je uobtajena elekttina provodljivost masne faze 100 do 1000 puta maaja
provodljivosti vodene faze zbog ogrémnog kretanja jona okruzenih i ogréemih uljem
koje prekida vodenu mrezlDodatkom rastvora sinog znoju, elekttina provodljivost
SWOPI poredbene emulzije tipa u/v je porasla, ggmu je elektdna provodljivost kod
poredbene emulzije tipa u/v primetno rasla, a tong€e objasniti navodimgundu i sar.,
(2013) da je elektina provodljivost emulzije proporcionalna ele&troj provodljivosti
kontinualne faze (odnosno provodljivosti vodeneejazDodatak istih kotina rastvora
slicnog znojuSWOPemulziji tek blago powaava njenu elekt&nu provodljivost, Sto bi se
moglo objasniti navodimaNielloud i Marti-Mestres, (2000)da je postignuta blizina
optimalne formulacije (prtemu je razlika u aktivnosti surfaktanta = 0) i datjodavanje
rastvora slinog znoju bi dovelo do brzog pada elekig provodljivosti Sto bi ukazalo da je
emulzija sada suprotnog tipa tj. v/u tipgontinualna reoloSka analiza ukazala jeSIAOP
emulzija pokazuju nenjutnovski tipéenja sa umerenom tiksotropijom koji se mozZe opisati
Herschel-Buckley-evim modelom¢esto se koristi za odieranje prinosnog napon&ilbert

i sar., 2013; Tadros, 2004)Ovaj model primenjen je i za reoloSku analizu eoltaenih
emulzije tipa u/v i v/u. Méutim, kod poredbene emulzije tipa v/u, ovaj moeaebilo mogude
primeniti samo pri manjim brzinama smicanjgindernay i sar., 2001 jer je pri ve&im
brzinama smicanja prindéen Weissenber@v efekat siino zapazanjimé&ukic i sar., (2013)
Tokom oscilatornih reoloskih merenja priée@o je naglo pov@nje faznog ugla (ta#) kod



SWOPemulzije u prisustvu rastvora @liog znoju Sto prema podacima iz literatubgft(s i
sar., 2005; Masmoudi i sar., 20Q6ukazuje na smanjenje eldstosti i destabilizaciju
sistema | moze se povezati sa inverzijom f&&OP emulzije. Na osnovu podataka iz
literarure Gilbert i sar., 2013; Luki, 2014; Moravkova i Filip, 201)3ispitana je mogtnost
koris¢enja instrumentalnih metoda za prethnje senzornih osobina koznmi&th emulzija,
pri ¢emu su dobijeni rezultati ¢me odabranih senzornih atributa u saglasnosezaltatima
reoloskih ispitivanja, odnosno potieno je da je mogde koristiti reoloSka merenja pod
definisanim uslovima (poviSena temperatura — 32 p@sustvo jona) za predianje
odreienih senzornih osobina k&WOPemulzija.Atributi sjaj uzorka, elasthost, masnéa,
blagost, lepljivost flma, masida filma, sjaj filma i spiranje filmanatno zavise od sastava
masne faze i upotrebljenih emolijenasa, i premadiawa Gilbert i sar., (2013) Kilcast i
Clegg, (2002)ovi atributi su pod snaznim subjektivnim hedortigtn uticajem, ali se
uspesSno mogu Koristiti za pdenje testiranih emulzija i predianje @ekivanja/percepcije i
potraznje kupaca/korisnika.

Prema podacima iz literatur&yrth i Chan, 1951; Rogozhin i Peretolchin, 2009;
Seyoum i sar., 2006; Weidmann, 208i®jidrokvercetin poznat i kao taksifolin je flavado
koji je strukturno slian kvercetinu i ispoljava antioksidantni efekatrsi antioksidantnom
profilu a-tokoferola Teskin i sar., 1996; Weidmann, 2Q01Podatno, poznata je sposobnost
dihidrokvercetina da apsorbuje UV zrake «em delu UV spektra, pdemu maksimalnu
apsorpciju postize na 225 nm i na 325 riPar(yushin i sar., 1999; Philippov i Bogorodov,
2013. IstrazivanjeChoquenet i sar., (2008) kome su kvercetin i rutin kotiéni kao filteri
UV zraka ukazalo je na njihov potencijal u zaddi UVA i UVB zraenja i da bi se mogli
koristiti u kozmettkim proizvodima. Prema literatuD@vies i Yafiez, 2012; Regulation (EC)
No 258/97 of the European Parliament and of the r€du 1997 poslednjih 20 godina
taksifolin se, zbog antioksidantnog delovanja, s$trkao aditiv u hrani (u mleku, mesu i
konditorskim proizvodima, u mastima i uljima kaa alkoholnim i nealkoholnim pima) u
Ruskoj Federaciji i kao dijetetski suplement u $aegkoj i Sjedinjenim Ametkim
DrzavamaTaksifolin je umereno rastvorljiv u alkoholu/etanpb6% v/v i prema navodima
Chernukha i Kononenko, (2009)Radaeva i sar., (1997)jegova rastvorljivost u vodeno-
etanolnom rastvoru raste od 0,1% do 18% kako se nwese alkohola povava od 30% do
90%, Sto je iskori&eno u postupku izrade emulzija sa dihidrokvercetindo sada, o
dihidrokvercetinu i njegovoj upotrebi u kozmi# svrhe ima veoma malo publikovanih
rezultata, pa se ispitivanjem ugradnje dihidrokeema u SWOP emulziju doSlo do
interesantnih podataka o uticaju dihidrokvercetina SWOP emulziju i njegovoj
fotoprotektivnoj ulozi koji do sada nisu opisani literaturi. Razléite koncentracije
dihidrokvercetina koje su inkorporirane SWOPemulziju, nisu uticale na pH i elekinu
provodljivost. ReoloSka kontinualna analiza pokazg@ da dodatak dihidrokvercetina i
korastvarga (etanol ili propilenglikol), uiu na promenu viskoziteta optimalne model
formulacije SWOP emulzije smanjujéi ga (do 40%) pricemu ne naruSavaju emulzionu
strukturuSWOPemulzije, Sto je u saglasnosti sa navoddilkch i sar., (2015)da polifenoli
uticu na smanjenje viskoziteta emulzija. Upotrebom mhettgne hromatografije visokih
performansi mogte je pratiti sadrzaj dihidrokvercetina u emulzgkbm vremenaNifant'ev
i sar., 2006; Weidmann, 20L2Rezultati analize pokazali su da se dihidrokegnc,troSi*
tokom vremena i da mu se sadrzaj smanjuje dokdZaanjegovog oksidacionog proizvoda
kvercetina neproporcionalno paava. Na osnovu literaturnin podataka o sposobnosti
dihidrokvercetina da apsorbuje UV zrakea@yushin i sar., 1999; Philippov i Bogorodov,
2013) kao i njegove stinosti sa kvercetionom i rutinorgiKurth i Chan, 1951; Rogozhin i
Peretolchin, 2009; Seyoum i sar., 2006; Weidmam@i,22za koje je pokazano da se mogu
koristiti u kozmettkim proizvodima za zastitu od UV zenja Choquenet i sar., 2008



sprovedena sin vitro spektrofotometrijska merenja i odreanje SPF i UVA-PF kako bi se
procenile potencijalne fotoprotektivhe osobine diibkvercetina inkorporiranog 8WOPI
poredbenu emulziju tipa u/v, kao i ma@gwst dihidrokvercetina da pdja fotoprotektivhu
aktivnost UVB filtera homosalata, kada su obe ipkoirane u istS8WOPemulziju.Rezultati
su ukazali da emulzije koje sadrze dihidrokvercetimaju visSe vrednosti i SPF i UVA-PF,
Sto navodi na zakljak da dihidrokvercetin ispoljava dobru fotoprotekti aktivnost.
Dodatno,UVA-PF/SPF odnos je viSi od 0,33 za testirane ugopa je preporuk&osmetics
Europe (COLIPA Guidelines - Method for in vitro Determination oV@ protection, 201)1
za UVA zastitu ispunjena po navo@sterwalder i sar., (2009) dihidrokvercetin se moze
razmatrati kao UV filter sa potencijalnim fotoprktienim efektom u UVB i UVA oblasti.
Takaie, poréenjem UVA-PF vrednosti ispitivanih uzoraka pridea je sinergistki efekat
dihidrokvercetina kada je primenjen/kombinovan ear@atim UV filtrom homosalatom. Na
osnovu merenja nivoa hidratacggatum corneura, nakon primen8&WOPemulzije u toku
kratkotrajne, dvominutne studije doSlo se do regalkoji ukazuju na inverziju faza emulzije
Sto je u saglasnosti sa rezultatima ddranja ta&ke inverzije merenjem promena vrednosti
hidratacijestratum corneura Beuché i sar., 2008
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E. ZAKLJU CAK - OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Predmet protavanja doktorske disertacije bio je ispitivanjebgtesti i koloidne
struktureSWOPemulzija kao i razmatranje mehanizma inverzijeafakakdale je ispitivana
mogutnost inkorporiranja fotoprotektivnin supstanci upiivanu SWOP emulziju i
utvrdivanje pogodnosti primene ove vrste emulzija kadikiduma za fotoprotektivne
supstance.

Utvrdeno je da na stabilnost emulzije ¢etiizbor sastojaka masne faze odnosno
njihova polarnost i poreklo, kao i prisustvo polmmeg ugusivaca natrijum poliakrilata. Na
osnovu analize fizke stabilnosti u uslovima prirodnog starenja oddzMa, ututena je
nestabilnost poredbene (konvencionalne) emulzipa tv/u. Analizom uzorakesSWOP
emulzije i poredbene emulzije tipa u/v u uslovimaqunog starenja od 90 dana kao i tokom
ciklicnog temperaturnog stres testa pdévra je stabilnost obe emulzije.

Potvideno je specitino ponaSanjeSWOP emulzije i njena brza inverzija faza u
poreienju sa poredbenom emulzijom u/v, merenjem kontaktrgla izmédu preis¢ene vode
i koZe na kojoj je primenjena emulzija. Dodatnod kezorakaSWOPemulzije izmereni su
kontaktni uglovi od 30° i v@, Sto ukazuje na vodootpornoSWOP emulzije. Rezultati
mikroskopske i termalnih analiza (DSC i TGA) ukazal na razlike u koloidnoj strukturi
SWOPI poredbene u/v emulzije.

Na osnovu rezultata kontinualne i reoloSke analizedeno je daSWOPemulzija
pokazuje nenjutnovski tip &enja sa umerenom tiksotropijom Sto se smatra paguadn
osobinom koja olakSava proizvodnju i primenu enjalzidominantno elastho ponasanje
karakteristtno za cvrsta tela (elastni (G') modul je dominirao nad viskoznim (I
modulom) u oblasti primenjenih deformacija. Jedktdieska ANOVA korigena je za
testiranje izmerenih reoloskih parametaradamu je potuteno da se poredbena emulzija
tipa v/u znaajno razlikuje od/SWOPemulzije i poredbene emulzije tipa uSWOPemulzija
i poredbena emulzija tipa u/v zZi@no se razlikuju po maksimalnom i minimalnom
prividnom viskozitetumax i nmin Merenim na 32 °C u prisustvu rastvorg&redg znoju, kao i
po prinosnom naponu merenom na 32 °C.

Rezultati senzorne studije analizirani jednofakkors ANOVA potvrdili su da se
poredbena emulzija tipa v/u zf@no razlikuje odSWOPemulzije i poredbene emulzije tipa
u/v. Rezultati véine odabranih senzornih atributa su u saglasnastesultatima reoloskih
ispitivanja, pa je mogie koristiti reoloSka merenja pod definisanim uste&iza preddanje
odreienih senzornih osobina k@&WOPemulzija. Atributisjaj uzorka, elasthost, masnéa,
blagost, lepljivost flma, masda filma, sjaj flma i spiranje filmanatno zavise od sastava
masne faze i upotrebljenih emolijenasa. Atribspiranje filma potvrdio je bolju
vodootpornosEWOPemulzije u odnosu na poredbenu emulziju tipa u/v.

Kontinualna reoloSka analiza pokazala je da doddiiaikirokvercetina i korastvata
(etanol i/ili propilenglikol), utée na promenu viskoziteta optimalne model formuésBi§VOP
emulzije, ali ne naruSavaju emulzionu strukt8WOP emulzije. Rezultati ispitivanja pH
vrednosti, elekttine provodljivosti i sadrzaja dihidrokvercetina wt@ma SWOPemulzije
ukazali su da dihidrokvercetin ne naruSava struk&umulzije i da je sistem stabilan u toku 30
dana.

Mikroskopskom analizom aktivnih uzorakaSWOP emulzije (uzorci sa
dihidrokvercetinom) zabelezena je pojava kristakdivae supstance, kod uzoraka sa
koncentracijom dihidrokvercetina é@m od 0,5% m/m, bez obzira na korasté¢ge@tanol ili
propilenglikol) koji je upotrebljen za rastvaranjg.uzorcimaSWOPemulzije sa 0,5% m/m
dihidrokvercetina i propilenglikolom (10% m/m) nisiastajali kristali dihidrokvercetina ni
nakon 30 dana od izrade uzoraka. Termalna analifaencijalna skeniraja kalorimetrija,
potvrdila je da prisustvo dihidrokvercetina i ras®&a u SWOP emulziji ne naruSava
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strukturu SWOPemulzije. Potwieno je da se sadrzaj dihidrokvercetina u uzorc8WeOP
emulzije smanjuje (antioksidans se ,trosi*) tokoremena, Sto se manifestovalo i promenom
boje uzorka tokom godinu dagavanja na temperaturi do 30 °C. Ispitive&/OPemulzija
kao nosa za dihidrokvercetin nije bila dovoljna zastitaadivnu supstancu.

In vitro odreien SPF optimalne model formulacgaVOPi poredbene emulzije tipa
u/v bio je isti (2,3) ali su izmereni UVA-PF bilazliciti (redom 3,8, odnosno 2,8). Emulzije
(SWOPI poredbena emulzija tipa u/v) sa 5% m/m dihidericetina, imaju znatno vise)
vitro odreiene vrednosti i SPF i UVA-PF, Sto navodi na zaldluda dihidrokvercetin ima
potencijal kao fotoprotektivha supstanca. UVA-PHSHInos je viSi od 0,33 za testirane
aktivne uzorkeSWOPI poredbene emulzije tipa u/v, Sto ukazuje daisgkvercetin moze
razmatrati kao UV filter sa potencijalnim efekton\A i UVB oblasti. Na osnovu rezultata
za UVA-PF ispitivanih uzorakaSWOP emulzije uden je sinergistki efekat
dihidrokvercetina kada je primenjen/kombinovan saratim UV filtrom homosalatom.

Rezultatiin vivo studije performansi ukazali su na bolji hidratacipotencijalSWOP
emulzije u odnosu na poredbenu emulziju tipa wwestanak promena pH koze i vrednosti
eritem indeksa nakon primeis8VOPemulzije, zajedno sa rezultatima za TEGV, ukanigu
zadovoljavajdi preliminarni iritacioni potencijal ispitivanihSWOP uzoraka. Posebno
dizajnirana, dvominutna kratkotrajna studijadengja promena hidratacigiratum corneura
ukazala je na inverziju faza k@&@WOPemulzije. Ispitivans&&WOPemulzija pokazala je un
vivo studiji bolji hidratacioni potencijal u odnosu nporedbenu u/v emulziju i
prihvatljiv/nizak iritacioni potencijal.
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