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Formulaciona istrazivanja dermokozmetic¢kih emulzija za vlaZenje koZe: koncept

uporedne reoloske, teksturne i senzorne procene
SAZETAK

Uvod Savremeni trendovi nameéu obavezu formulisanja bezbednih i efikasnih
kozmetic¢kih proizvoda zadovoljavaju¢ih senzornih Kkarakteristika. Obzirom na
duZinu trajanja i cenu senzornih studija, uz ¢injenicu da se subjektivna ocena od
strane ispitanika ne moZe iskljuciti, znacajno je ispitati mogucénost upotrebe
instrumentalnih metoda u optimizaciji Zeljenih senzornih osobina. Kozmetologija
kao savremena nauka fokusira svoju paZnju na razvoj novih, usavrSavanje
poznatih, kao i ispitivanje moguc¢nosti kombinovanja postoje¢ih metoda i tehnika
koje bi postupak formulacije proizvoda i karakterizacije novih sirovina
pojednostavile, uz istovremeno obezbedivanje odgovarajuceg kvaliteta,
bezbednosti i efikasnosti kozmetickih proizvoda. Ispitivanja novih alkil
poliglukozidnih (APG) emulgatora, odnosno podaci koji se odnose na
rasvetljavanje strukture nosaca sa ovim emulgatorom, kao i njihovu bezbednost i

efikasnost, znacajno doprinose ispunjavanju prethodnih zahteva.

Cilj istrazivanja Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je ispitivanje
mogucnosti upotrebe instrumentalnih tehnika (reoloska i teksturna merenja) u
optimizaciji senzornih karakteristika dermokozmetickih emulzija za vlaZenje koZe.
U tom smislu je bilo neophodno razviti odgovaraju¢i senzorni panel koji ¢e sa
instrumentalnim merenjima predstavljati standardizovani set ispitivanja, a
koristio bi se u formulaciji i optimizaciji emulzija. Dodatno, cilj istraZivanja bio je i
rasvetljavanje mezomorfnog ponasanja dugolanc¢anog C20/C22 APG emulgatora kao
i razvoj nosaa sa ovim emulgatorom primenom standardizovanog seta
instrumentalnih i senzornih testova. Da bi se utvrdio kiselostabilni potencijal APG
emulgatora ispitana je moguénost inkorporiranja glikolne i salicilne kiseline u

razvijene nosace.

Metode Eksperimentalni rad bio je podeljen u tri faze: 1) Formulisane su 4 model
emulzije V/U tipa za vlaZenje koZe kod kojih je variran jedan emolijens, a koje su

posluzile standardizaciji instrumentalnih i senzornih testova, odnosno postavljanju



modifikovane senzorne studije i uspostavljanju korelacija izmedu ovih ispitivanja.
Na model kremovima sprovedena je detaljna reoloska, teksturna i senzorna
analiza, a dodatno je osmisljena i sprovedena senzorna studija na upotrebljenim
emolijensima. Ispitivanje efikasnosti uzoraka bilo je sprovedeno primenom
tehnika bioinZenjeringa koZe. 2) Da bi se bolje upoznao jedan od novijih APG
emulgatora Montanov™202 sa njim su izradene serije binarnih i ternarnih sistema
na kojima je sprovedena obimna fizickohemijska karakterizacija (mikroskopska
analiza, difrakcija X-zraka pod malim i velikim uglom, reoloska i termalna analiza).
Njihov iritacioni potencijal, u sklopu "skrininiga" bezbednosnog profila, ispitan je
in vitro metodom ispitivanja citotoksi¢nosti. Na osnovu dobijenih rezultata
formulisane su dermokozmeticke emulzije U/V tipa koje su ispitane prethodno
navedenim metodama i razvijenim setom instrumentalnih i senzornih testova, kao
i tehnikama bioinZenjeringa koZe. 3) Primenom uporednog koncepta reoloske,
teksturne i senzorne analize formulisan je dermokozmeticki emulzioni sistem U/V
tipa, a ispitivanjem mogucnosti inkorporiranja dve model supstance: salicilne i
glikolne kiseline u pomenuti nosac¢ bio je procenjen kiselostabilni potencijal APG
emulgatora. Ispitivanje i) fizickohemijske stabilnosti uzoraka sa aktivnim
supstancama sprovedeno je primenom mikroskopske analize, merenjem pH
vrednosti i elektricne provodljivosti, reoloSkom i termalnom analizom; ii)
senzorne osobine ispitane su setom standardizovanih instrumentalnih i senzornih
testova; a 1iii) kratkotrajni vlaZeCi efekat ispitan je primenom tehnika

bioinZenjeringa koZe.

Rezultati Izradene dermokozmeti¢ke emulzije V/U tipa namenjene vlaZenju koZe
pokazale su zadovoljavajucu fizicku stabilnost i efikasnost. Promena sastava masne
faze dovela je do razlika u rezultatima kontinualnih i oscilatornih reoloskih
merenja, a na osnovu dobijenih reoloskih parametara uzorke je bilo moguce
diferencirati u dve grupe. Poredak dobijen za sve teksturne atribute bio je isti i u
skladu sa redosledom utvrdenim kod reoloskih parametara, a potvrden je visok
stepen korelacije izmedu odredenih reoloskih i teksturnih vrednosti. Neke

senzorne Kkarakteristike kao Sto su sjaj, masnoca i rezidualni film model kremova



bile su slicne, dok su izmedu drugih atributa dobijene manje ili viSe znacajne
razlike. Distribucija ocena za senzorne atribute emulzija odgovara distribuciji
rezultata za iste osobine emolijenasa. Poredenjem vrednosti koje su dobijene
instrumentalnim merenjem i senzornom procenom pokazalo se da izmedu njih, u
odredenim slucajevima, postoje direktne i znacajne Kkorelacije. Ispitivanjima
binarnih i ternarnih sistema (sa razliCitim udelom iste masne faze) sa
dugolan¢anim APG emulgatorom utvrdeno je da on ima veliki potencijal za
formiranje lamelarne faze i da postoji sinergizam izmedu dva njena glavna tipa:
tecno-kristalne i gel-kristalne faze. Razlike u strukturi dermokozmetickih emulzija
U/V tipa (ternarni sistemi sa razli¢itim masnim fazama) koje su se manifestovale
razli¢itim izgledom polarizacionih mikrografija, razli¢itim termalnim i reoloskim
ponasanjem pokazale su da je u prisustvu nepolarnog parafinskog ulja smanjena
sposobnost formiranja lamelarnih faza. Dobijeni rezultati ispitivanja bezbednosti
in vitro, odnosno efikasnosti in vivo metodama ukazuju na zadovoljavajuci
bezbednosni profil i visok hidratiSuci potencijal sistema stabilizovanih ispitivanim
emulgatorom. Konacno ispitivanja sprovedena na kremovima sa aktivnim
supstancama pokazala su zadovoljavajucu fizickohemijsku stabilnost ovih uzoraka.
Senzornom studijom nisu utvrdene znacajne razlike izmedu uzoraka sa razlic¢itim
aktivnim supstancama, a in vivo studijom je potvrden vlazeci efekat i preliminarno

bezbednost aktivnih model kremova.

Zakljucak Senzorni atributi emulzije mogu se donekle predvideti instrumentalnim
(reoloskim i teksturnim) merenjima, a vremenski i novfano zahtevne senzorne
studije mogu biti pojednostavljene upotrebom instrumentalnih tehnika. Efikasnost
i senzorni atributi kozmetickih proizvoda nisu povezani. Podaci dobijeni
senzornom  karakterizacijom emolijenasa mogu biti iskoriS¢eni  pri
(pre)formulisanju kozmetickog proizvoda Zeljenih karakteristika. Reoloska
merenja cija je svrha predvidanje ponasanja emulzija prilikom aplikacije mogu se
izvoditi na sobnoj temperaturi bez potrebe simuliranja realnih uslova kao $to je
temperatura koZe. Teksturna analiza moZe da se koristi kao dovoljno osetljiva

metoda u karakterizaciji i poredenju polucvrstih sistema, i ova jednostavna tehnika



moze se izvoditi kao zamena za neka reolo$ka merenja. APG meSani emulgator
Montanov™ 202 pokazao je veliki potencijal u formiranju lamelarne (te¢no- i gel-
kristalne) faze. Pri radu sa njim treba voditi racuna o izboru masnih komponenti,
jer je ovaj potencijal smanjen u prisustvu nepolarnih ulja. Emulzioni nosaci
stabilizovani ovim emulgatorom (bez aktivnih supstanci) mogu obezbediti
znacajan produzeni hidratiSuci efekat, a termogravimetrijska analiza moze se sa
visokim stepenom tacnosti koristiti za predvidanje vlaZeteg efekta sistema u
kojima nisu prisutne aktivne supstance iz grupe vlaZe¢ih agenasa. Emulzije
stabilizovane Montanov-om™ 202 mogu se zbog zadovoljavajuéeg kiselostabilnog
potencijala koristiti kao nosaci za kisele aktivne supstance, a dodatno je pokazano
da podnose i vece koli¢ine alkohola u svom sastavu. Zbog povoljnog uticaja na
stanje koZne barijere, vlaZetCeg efekta, povoljnog bezbednosnog profila i
mogucnosti inkorporiranja razli¢itih supstanci nosa¢i na bazi ispitivanog
emulgatora predstavljaju dobar izbor nosaca pri formulisanju dermokozmetickih
preparata. Razvoj odgovarajueg senzornog panela, a zatim upotreba
standardizovanog seta instrumentalnih i senzornih testova, odnosno koncept
uporedne reoloske, teksturne i senzorne procene koji je koris¢éen u razvoju
dermokozmetickih emulzija moZe imati znacajnu primenu u formulaciji i

optimizaciji kozmetickog proizvoda Zeljenih/zadovoljavajucih karakteristika.

Kljucne reci Senzorne osobine, reoloska i teksturna merenja, dermokozmeticki
proizvodi/kozmetoceutici, alkil poliglukozidni emulgatori, lamelarni te¢ni kristali,
bioinZenjering koZe
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Formulation development of moisturizing dermocosmetic emulsions: combined

rheological, textural and sensory analysis approach
ABSTRACT

Introduction A modern cosmetic product has to be formulated as a product with
adequate safety and efficacy requirements and proper sensory characteristics.
Taking into consideration the time and cost of performing a sensory analysis on
one hand, and volunteers’ subjective evaluation on the other, potential use of
instrumental measurements in order to develop a product with desired sensory
profile becomes a very interesting research field. As a contemporary science,
cosmetology is focused on development of novel and improvement of the existing
methods and techniques which could make products’ formulation and raw
materials’ characterization easier. At the same time, suitable quality, safety and
efficacy of a cosmetic product are imperative. Investigation of a novel alkyl
polyglucoside (APG) emulsifier, along with consideration of the inherent structure,
safety and efficacy of vehicles stabilized with this emulsifier considerably

contribute to the mentioned requirements.

Aim The aim of this work was to investigate the potential use of instrumental
techniques (rheological and textural measurements) in development of
moisturizing dermocosmetic emulsions with appropriate sensory characteristics.
For that purpose it was necessary to create a proper sensory panel. This panel
altogether with certain instrumental measurements will present a standardised
instrumentation kit which would be used in the process of formulation and
optimization of emulsions’ characteristics. Additionally, the aim of investigation
was to elucidate mesomorphic behaviour of the long-chain C20/Cz2 APG emulsifier,
as well as to develop a vehicle stabilized via this emulsifier with the employment of
the standardised kit. In order to establish the possibility for this emulsifier to be
used with acidic substances, potential use of glycolic and salicylic acid was

investigated.



Methods Experimental work was organized in III phases: 1) Four W/O
moisturizing emulsions were formulated with the variation in one component of
the oil phase (one emollient was varied), and they were used to make standard
instrumental and sensory tests and correlations between them. Rheological,
textural and sensory analysis of the investigated cream samples were conducted in
detail; additionally, sensory study for the used emollients was created and
performed. 2) In order to better understand the stabilization mechanisms and
behaviour of a novel APG emulsifier Montanov™ 202, series of binary and ternary
systems were prepared and comprehensive physicochemical characterization was
subsequently performed (microscopic analysis, X-ray diffraction under small and
wide angle, rheological and textural analysis). Safety assessment was conducted in
order to investigate samples irritation potential with the employment of in vitro
citotoxicity assay. Based on the obtained results dermocosmetic O/W emulsions
were formulated and investigated with both the previously mentioned techniques
and the standardised set of instrumental and sensory tests, alongside with the
selected bioengineering techniques. 3) With the use of a combined rheological,
textural and sensory approach final dermocosmetic O/W emulsion was
formulated, and the investigation of possibility to incorporate two model
substances: salicylic and glycolic acids in the prepared vehicle was carried out in
order to explore the emulsifier’s acid stability. Creams with active substances were
subjected to further research: (i) investigation of physicochemical stability with
the use of microscopic analysis, pH and electrical conductance measurements,
rheological and thermal analysis; ii) sensory characteristics were investigated with
developed standardised kit; and iii) short-term hydrating effect was investigated

with the use of bioengineering techniques.

Results The prepared moisturizing dermocosmetic W/0O emulsions showed
satisfying physical stability and efficacy. The change in the oil phase composition
induced alterations in continual and oscillatory rheological results, and based on
the obtained rheological results samples could be differentiated in two groups. The

rank order obtained for all textural attributes was in agreement with the rank



determined within rheological parameters, along with a high level of
correspondence between certain rheological and textural values. Certain sensory
characteristics, like shine, oiliness and residual coating for the investigated cream
samples were very much alike, while for the other sensory attributes more or less
significant differences were found. Score distribution for certain emulsion
characteristics matches corresponding results of emollients’ sensory analysis.
Based on the obtained data it was observed that among instrumental and sensory
results, in several cases, direct and important correlations exist. Binary and
ternary systems based on the investigated APG emulsifier revealed that this
emulsifier has a great potential in lamellar phase formation, and that there is a
synergism between the two main types of lamellar phases in such systems: the
liquid crystalline and the gel crystalline one. Differences in the structure of ternary
systems which were manifested with different polarization micrographs, thermal
and rheological behaviour, have shown that the presence of paraffin oil in the
system decreases the amount of lamellar phase formation. Results obtained by in
vitro and in vivo, safety and efficacy evaluation, respectively, indicate a satisfying
safety profile and high hydrating potential for vehicles stabilized with the
investigated emulsifier. Finally, investigation of the active samples (with active
substances) confirmed their satisfying physicochemical stability. Sensory
evaluation study excluded differences between the samples differing in active
substances, while the in vivo study confirmed the moisturization effect and

preliminary safety of the investigated samples.

Conclusion Sensory attributes of an emulsion could be predicted by instrumental
(rheological and textural) measurements to some extent, hence, time and money
consuming sensory studies could be simplified with such use of instrumental
techniques. Efficacy and sensory characteristics of a product are not related.
Recognition of emollient sensory attributes could be very useful in formulation,
particularly reformulation of cosmetic products, in order for certain sensory
characteristics to be achieved. Rheological measurements conducted with the aim

to predict emulsions application behaviour could be performed at room



temperature, i.e. there is no need for simulation of in-use conditions like skin
temperature. Textural analysis, as a fairly simple measurement, can be used as a
surrogate for rheological measurements, in order to characterize or compare
semisolid systems regarding their mechanical and structural properties. The
investigated mixed APG emulsifier proved to possess high potential in lamellar
(the liquid crystalline and the gel crystalline) phase formation. When about to
formulate products with the investigated emulsifier the importance of the oil
phase selection is apparent, since it was demonstrated that in the presence of a
non-polar oil, the stability of the obtained mesophases appears to be compromised.
Emulsion vehicles stabilized with this emulsifier could provide significant
hydrating effect, and thermogravimetric analysis could be used with the high level
of convenience to predict the moisturizing effect of an emulsion without active
conditioning agents. Regarding the acid stability of systems stabilized with
Montanov™ 202, these vehicles could be successfully used for acidic active
substances; moreover, a certain amount of isopropyl alcohol can also be
incorporated into these vehicles. Emulsions based on the investigated emulsifier
did not alter skin barrier, had satisfying moisturizing effect and safety profile and
therefore present a good choice for dermocosmetic products formulations.
Developed sensory panel and standardized instrumental and sensory tests, in
other words a concept which combines rheological, textural and sensory
evaluation used in this work to develop the final dermocosmetic emulsion could
have considerable application when formulating a cosmetic product with

desirable/applicable characteristic.

Keywords Sensory characteristics, rheological and textural measurements,
dermocosmetic products, alkyl polyglucoside emulsifiers, lamellar liquid crystal,

bioengineering techniques
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1.UVOD

Savremeni kozmeticki proizvod treba da ispuni niz zahteva koje, sa jedne
strane, postavljaju vaZeci propisi, kakva je Uredba EU 1223/2009 o kozmetickim
proizvodima (Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament and of
the Council of 30 November 2009 on cosmetic products), a sa druge strane, sami
korisnici/potrosaci. Efikasnost i bezbednost kozmetickog proizvoda treba da bude
potvrdena i dokazana da bi se naSao na trZistu. Ipak, treba naglasiti da su sa
stanoviSta prihvatljivosti od strane korisnika daleko vaznije senzorne
karakteristike , StaviSe one sa aspekta prodaje proizvoda, imaju najveci znacaj
(Wortel i Wiechers, 2000). Ispunjavanje ocekivanja potroSaca, koja se pre svega
odnose na senzorne Karakteristike, postalo je imperativ kako u kozmetickoj, tako i
u prehrambenoj industriji, a ovome je sve veca paZnja posvecena i u razvoju
farmaceutskih preparata. Istrazivanja vezana za ljudsku percepciju danas privlace
veliku paznju kako zbog naucnih tako i iz prakti¢nih razloga (Rossi and Berglund,

2011).

Poznato je da su primena i prihvatljivost polu¢vrstih proizvoda u velikoj
meri zavisne od osobina koje proizvod pokazuje pri proticanju i ovo je razlog Sto se
sve veca paznja posvecuje mogucnosti upotrebe klasicnih metoda, kao Sto je
reologija, u razvoju zavrSnog proizvoda prihvatljivog za potroSaca (Trapp, 2007;
Park i Song, 2010). Pored reoloskih merenja, teksturna analiza je jo$ jedna klasi¢na
metoda koja bi mogla imati veci znacaj u razvoju proizvoda ,po meri“ korisnika

(Masmoudi i sar., 2009; Lemaitre-Aghazarian i sar., 2004).

Kada se govori o zahtevima potrosaca, neophodno je naglasiti i to da su oni,
kao i regulatorna tela (novi propisi), sve viSe fokusirani na dobrobit kozmetickih
proizvoda u odnosu na korisnike i njihov uticaj na humano zdravlje i Zivotnu

sredinu. Ovo je dovelo do razvoja i istraZzivanja u oblasti novih prirodnih sirovina,



funkcionalnih sastojaka i savremenih nosaca. Medu novijim kozmetickim
sirovinama od znacaja za formulaciju brojnih kozmetickih emulzija, posebno se
istice grupa alkil poliglukozidnih (APG) emulgatora (Patravale i Mandawgade,
2008). Premda su predmet brojnih istraZivanja, interesovanje za ovu grupu
supstanci se ne smanjuje jer svaki novi APG emulgator zahteva detaljno ispitivanje,
kako u smislu rasvetljavanja mehanizama stabilizacije, tako i ispitivanja
karakteristika sistema sa tim APG emulgatorom (Savic i sar., 2009; Mehling i

Hensen, 2004; Stubenrauch, 2001).

Moguénost upotrebe instrumentalnih metoda (reoloska i teksturna
merenja) u optimizaciji senzornih karakteristika, predstavlja u tom smislu veliki
izazov. Dodatno, razvoj novih nosaca sa APG emulgatorom na kojima ¢e biti
primenjen kombinovani koncept formulisanja da bi se obezbedili odgovarajuci
zahtevi u pogledu stabilnosti, efikasnosti, bezbednosti i estetske prihvatljivosti
kozmetickih proizvoda, mogao bi da doprinese savremenim istraZivanjima u polju

kozmetologije.
1. 1. Senzorna procena kozmetickih proizvoda

1. 1. 1. Senzorne osobine

Miris kafe, ukus sladoleda, zvuk koji se ¢uje pri otvaranju Sampona, tekstura
dZempera, miris kondicionera za kosu, osecaj na kozi koji ostaje nakon utrljavanja
losiona za telo, sve ovo, kao i joS mnogo toga aktivira nasa Cula. Senzorna procena
se najbolje moZe opisati kao naucni metod koji se koristi za izazivanje, merenje,
analizu i tumacenje onih odgovora na proizvod koji se registruju ¢ulima vida,
mirisa, dodira, ukusa i sluha (Anonimni 1975). Dakle, senzorne
osobine/karakteristike proizvoda su sve one osobine koje stimuliSu neko od nasih
cula (Slika 1).

Premda se pojavila tek cetrdesetih godina proslog veka, senzorna procena

je postala interesantna disciplina koja se konstantno razvija. Danas je prepoznata



kao naucna oblast koja zahteva znanja i veStine iz razli¢itih oblasti, kao Sto su

bioloSke nauke, psihologija, eksperimentalni dizajn i statistika.

Kompletna senzorna karakterizacija kojom se dobija tzv. senzorni otisak
(profil) proizvoda podrazumeva sprovodenje dobro pripremljenih i organizovanih
studija koje mogu obuhvatati izvodenje i subjektivnih i objektivnih testova.
UspeSna senzorna procena postiZze se postavljanjem jasnih ciljeva, razvojem
odgovarajuce eksperimentalne strategije i dizajna, kao i primenom odgovarajucih

statistickih tehnika uz oslanjanje na dobru eticku praksu (Kemp i sar., 2009).

Bez obzira na obim studije ili primenjene testove konacni cilj senzorne
studije je da dovede u vezu senzorne karakteristike proizvoda sa njegovim
hemijskim, fizickim, formulacionim ili procesnim osobinama i na taj nain omoguci
razvoj proizvoda koji odgovara, odnosno ispunjava zahteve potroSaca. Danas, u

saradnji sa istrazivanjem i razvojem, odnosno sa marketinSkim odeljenjem

senzorne studije su osnov razvoja
i komercijalnih strategija

proizvoda.

Strucnjaci iz oblasti
senzorne procene mogu biti
pozvani kao vazni savetodavci u
bilo kojoj fazi Zivotnog ciklusa

proizvoda, kako u fazi njegovog

inicijalnog osmisljavanja, tako i u
fazi kada se on vec¢ uveliko nalazi

na trzistu. Tako u ranim fazama

razvoja  proizvoda  senzorne
studije omogucavaju
identifikaciju vaZnih senzornih

karakteristika koje su osnov

prihvatljivosti u odredenoj

kategoriji proizvoda. Slika 1. Pet Cula



1. 1. 2. Kozmeticki proizvodi i pet Cula

Znacaj senzornih karakteristika kozmetickih proizvoda je neosporan. Bilo
da smo toga svesni ili ne, svako nasSe culo moZe biti pokrenuto kozmeti¢kim

proizvodom.

Culo vida je svakako ,najbrze“ ¢ulo i najznacajnije s obzirom da pokreée sva
druga opazanja i instinktivne reakcije. Osobine kozmetickog proizvoda koje su od
znacaja kada je re¢ o Culu vida jesu izgled ambalaZe i pakovanja, i oni ¢esto u
izboru potrosaca izmedu brojnih kozmetickih proizvoda iste namene imaju

presudan znacaj.

Culo sluha ima glavnu ulogu u oralnoj komunikaciji, esencijalnoj ljudskoj
aktivnosti, zbog ¢ega i Culo sluha spada u jedno od najvaZnijih cula. Ono Sto se
moZemo zapitati jeste, da li ono ima znacaja kada su u pitanju senzorne osobine
kozmetic¢kih proizvoda? Najvaznija akusticna osobina kozmetickih proizvoda
odnosi se na ambalazu, odnosno zvuk Kkoji se Cuje pri njenom otvaranju i
zatvaranju. Kada je sam proizvod u pitanju od znacaja je zvuk koji moZe da se Cuje
pri interakciji proizvoda sa koZom ili kosom. Premda nisu od presudnog znacaja
pri izboru (posebno ne pri inicijalnom izboru) proizvoda akustitne osobine
doprinose konacnoj odluci da li nam se neki proizvod dopada tj. da li ¢emo ga

ponovo Koristiti.

Olfaktorno culo, odnosno culo mirisa je distalno Culo cije prisustvo
potroSaci svesno jedva prepoznaju, ali je ono prisutno i nesvesno uvek upamceno.
Ovo cCulo je veoma povezano sa emocijama, pri ¢emu utiCe na raspoloZenje i
konac¢no individualnu ocenu svakog proizvoda. Miris kozmetickih proizvoda ima
izuzetno veliku ulogu, pri ¢emu se u ovom kontekstu uopste ne diskutuje miris
proizvoda cija je uloga parfemisanje tela. Kao i ¢ulo vida ovo ¢ulo moZe imati

presudnu ulogu u tome da li se neki proizvod ili brend potroSacu dopada ili ne.

Culo ukusa za ciju je senzaciju neophodan kontakt proizvoda sa ustima i
posredno sa jezikom, od znacaja je za ruZeve i proizvode za negu usana, kao i za

kozmeticke proizvode namenjene oralnoj nezi.



Culo dodira je proksimalno ¢ulo za koje je neophodan kontakt. Za
kozmeticke proizvode ovo je najznacajnije Culo, osecaji koji se javljaju u kontaktu
sa proizvodom; neposredno pre njegove aplikacije u fazi uzimanja (pick up faza),
utrljavanja (rub in faza) i nakon nanoSenja (after feel faza) ¢ine osnov senzornog

profila kozmetickih proizvoda namenjenih nezi i zastiti koZe.

Cinjenica je da se potro$a¢i emotivno vezuju za kozmeti¢ke proizvode, a
senzorne karakteristike mogu da stvore tu emotivnu vezu odnosno mogu pozitivno
da stimulisu jedno ili viSe cula. S toga ne cudi da veliki broj istrazivaca radi na
razvoju i usavrSavanju senzornih studija (Wortel i Wiechers, 2000; Almeida i sar.,
2008; Husson i sar., 2007; Parente i sar., 2010). Pored usavrSavanja postojecih i
razvoja novih tehnika znaCajno mesto u senzornim studijama zauzimaju i
matematicko tj. kompjutersko modelovanje (Koehl i sar., 2008; Nakano i sar., 2010;

Zeng i sar., 2008).

1. 1. 3. Vrste senzornih studija/testova

Senzorne studije sprovode se sa ciljem: (i) razumevanja ocekivanja ciljne
grupe potroSaca, (ii) poredenja sa konkurentskim proizvodima i vodecim
brendovima i (iii) pronalaZenja prednosti i nedostataka postojeceg proizvoda da bi

se dobile sugestije za njegovo poboljsanje.

U senzornim procenama postoje dve osnovne Kkategorije testiranja:
objektivni i subjektivni testovi. U objektivnim testovima senzorne
karakteristike/atribute proizvoda procenjuju odabrani i/ili trenirani panelisti
(Kemp i sar.,, 2009). Dve osnovne grupe objektivnih testova su: diskriminativni
testovi kojima se utvrduje postojanje razlika u senzornim atributima i deskriptivni
testovi ili testovi deskriptivne analize kojima se identifikuje priroda senzornih

razlika i/ili obim razlike.

Subjektivni testovi poznati su kao afektivni ili potrosacki testovi koji se
sprovode na neobucenim ispitanicima. Ovi testovi mere reakciju potrosaca na
senzorne Kkarakteristike proizvoda i na ovaj nacin se sakupljaju podaci o

prihvatljivosti, Zeljama i oCekivanjima potroSaca.



1. 1. 3. 1. Diskriminativni test

Kada je potrebno utvrditi postojanje razlike (ili slicnosti) izmedu dva ili vise
uzoraka izvode se ovi testovi. Predstavljaju brzu tehniku koju mogu sprovoditi i
neiskusni i iskusni ispitanici i uglavnom se koriste za: odabir i treniranje ispitanika,
ispitivanje  kvarljivosti, = utvrdivanje = praga  osetljivosti, = obezbedenje
kvaliteta/kontrolu kvaliteta, ispitivanje uticaja promene sastojka/proizvodnog

procesa i preliminarnu procenu.

Diskriminativni testovi mogu biti testovi ukupne razlike (gde ispitanici
mogu koristiti sve dostupne informacije za donoSenje kona¢nog suda o proizvodu)
i atribut specifi¢ni testovi (u kojima se ispitanici fokusiraju na jedan specifican

atribut).
1. 1. 3. 2. Test deskriptivne analize

Deskriptivnom analizom karakteriSu se senzorne osobine proizvoda. Na
ovaj nacin senzorne osobine proizvoda mogu biti precizno opisane, a senzorne
razlike izmedu proizvoda mogu biti i opisane i kvantifikovane. Dobijeni
kvantitativni deskriptivni podaci mogu se tumaciti u kombinaciji sa rezultatima
potrosackih studija, ¢cime se dobijaju informacije znacajne za razumevanje onoga
Sto pokrece cula i Sto dovodi do toga da nam se neSto dopada. Takode, ovi podaci
povezani sa formulacijom proizvoda i instrumentalnim merenjem, mogu objasniti
na koji nacin hemijske i fizicke komponente proizvoda mogu uticati na senzorne

karakteristike (Kemp i sar., 2009).
Kljuc¢ni koraci u izvodenju deskriptivne analize su:
1. Odabir i obuka panelista - mali broj dobro obucenih panelista.

2. Formiranje atributa i referenci - upoznavanje sa svim atributima i
terminologijom koja Ce biti koriS¢ena, korigovanje liste atributa i terminologije i
konac¢no dogovor oko tzv. senzornog leksikona jasno definisanih termina (ovo

ukljucuje naziv atributa, definiciju i metod procene).



2. Utvrdivanje protokola procene - ukljucuje nacin na Kkoji je neophodno ispitati
proizvod da bi se proucio svaki atribut, duZinu ispitivanja svakog atributa,
redosled procene, kao i nacin na koji se vrsi resetovanje cula, odnosno njihovo

vracanje u neutralno stanje izmedu ispitivanja dva uzorka.

3. Intenzitet ocenjivanja — da bi proizvod bio adekvatno procenjen, svaki atribut
mora biti evaluiran ocenjivanjem njegovog intenziteta na skali. Ovaj proces se
sastoji od nekoliko etapa koje se razlikuju u zavisnosti od metode i tipa
upotrebljene skale: dizajniranje skale (apsolutna i relativna skala), odredivanje
opsega intenziteta skale, oznacavanje skale (brojevi ili slova) i obucavanje

panelista u savladavanju intenziteta ocenjivanja.

4. Provera uCinka - odnosi se na sprovodenje kompletnog protokola studije i

obradu dobijenih rezultata na reprezentativnim uzorcima.
5. Sakupljanje podataka.
6. Analiziranje podataka i pisanje izvestaja.

Da bi se postigli Zeljeni rezultati, odnosno dobile odgovarajuce informacije,
u deskriptivnoj analizi se Kkoriste razli¢ite metode (ASTM Comittee E 18. Manual on
Descriptive Analysis Testing for Sensory Evaluation, 1992). Mnoge laboratorije u
kojima se sprovode senzorne studije koriste modifikovane verzije postojecih
metoda (modifikovane studije) koje su prilagodene njihovim specifi¢nim
potrebama. Medu brojnim metodologijama posebno se isticu: koncenzusno
profajliranje, mirisno profajliranje®, teksturno profajliranje®, kvantitativna
deskriptivna analiza®, spektrum™ metod, profajliranje po slobodnom nahodenju,

blic profajliranje i dr.

Kada je re¢ o senzornim ispitivanjima kozmetickih proizvoda namenjenih
nezi i zastiti koZe (tipa kremova i losiona) medu navedenim metodologijama
kvantitativna deskriptivna analiza ima najveéi znacaj. Kvantitativna
deskriptivna analiza je razvijena sa ciljem dobijanja deskriptivnih podataka koji se
mogu statisticki obradivati i na ovaj nacin se moZe dobiti kompletan kvantitativni i

kvalitativni senzorni opis proizvoda (Stone i Sidel, 2004).



1. 1. 3. 3. Afektivni test/test potrosaca

Testiranjem potrosaca procenjuje se subjektivni odgovor na proizvod.
Upotrebom i kvalitativnih i kvantitativnih metodologija, istraziva¢i mogu dobiti
uvid u potroSacke Zelje, glediSta, misSljenje, ponasSanje i opaZanja koja se ti¢u
proizvoda. Zbog toga su ovi testovi klju¢ni deo razvoja proizvoda, a veoma su

korisni pri pozicioniranju brenda, komunikaciji i reklamiranju.

Pre izvodenja potroSackog testa veoma je vazno razmotriti broj i tip
ispitanika. Za kvantitativne testove neophodan je veliki broj ispitanika (najmanje
100), a faktori koji su od znacaja pri izboru potroSaca su: geografski region,
demografija, psihografija, Zivotni stil/stanje, upotrebljavanje/neupotrebljavanje
proizvoda. Nesumnjivo, najznacajnija stvar pri izvodenju ove vrste testova su
upitnici, jer istraZivanje medu potroSacima uvek ukljucuje popunjavanje neke vrste
upitnika (Brace, 2004). Zbog toga je dizajniranje upitnika veoma vaZna faza u

ispitivanju i pri tome je neophodno razmotriti sledece:

e (ilj istrazivanja koji definiSe tip upitnika kao i mesto njegovog primenjivanja.

Trebalo bi postavljati samo pitanja koja su vezana za cilj istrazivanja.

e Tip upitnika odnosno definisanje strukture (strukturirani ili polustrukturirani
upitnik) i nac¢ina popunjavanja upitnika (samopopunjavanje ili ispitivanje tipa

intervjua licem-u-lice sa istraZivacem).

e Izgled/forma upitnika koja treba da prati logican sled i da daje osnov za
intervju licem-u-lice, a posebnu paznju treba obratiti na redosled pitanja (npr.
ranija pitanja, odnosno odgovori na njih ne smeju da uticu na kasnije

ispitanik opusteniji itd).

e Tip pitanja koja ¢e se nac¢i u upitniku su uslovljena ciljem ispitivanja, i sva
pitanja se mogu podeliti u tri osnovne kategorije: bihejvioralna, pitanja stava

ispitanika (atitudionalna) i klasifikaciona pitanja.



1. 1. 3. 4. Zahtevi za senzorne studije

1. Profesionalno izvodenje senzornih studija sa posebnim osvrtom na

zdravlje, bezbednost, eticka i zakonska pitanja ispitanika je od izuzetnog znacaja s

obzirom na Cinjenicu da u zavisnosti od toga $ta se ispituje u senzornim studijama
moZe doc¢i do ozbiljnih povreda pa ¢ak i smrti (npr. u slucaju trovanja hranom ili
ingestije toksi¢nih sastojaka). Zbog ovoga je neophodno razmotriti sve aspekte
opisima. Zakoni i propisi koji se mogu primenjivati u senzornim studijama, u
zavisnosti od ispitivanog proizvoda su: Nirnberski kodeks (1949) za etiku u
medicinskim istraZivanjima, Helsinska deklaracija (Svetska zdravstvena asocijacija
2004) i Evropska uredba 2001/20/EC (EU 2001) i 2005/28/EU (EU 2005) za

dobru klini¢ku praksu u klini¢kim ispitivanjima.

2. Poseban aspekt u senzornim studijama ¢ine dobra radna i laboratorijska
praksa. Generalno, oCekuje se da svaki rad u laboratoriji bude u skladu sa gore
pomenutim smernicama i treba da predstavlja deo lokalne regulative svake
laboratorije, ali se ovome posvecuje posebna paznja u studijama gde se ispituje

hrana.

3. Osnovno Sto je neophodno definisati jesu tip i obim oc¢ekivanih ispitivanja

da bi se procenila neophodna sredstva, koja ukljuCuju novcana sredstva, osoblje,

objekte i opremu. Jasno je da u zavisnosti od tipa i obima studije zahtevi za svako

od sredstava mogu varirati. Tako, npr. klasican senzorni tim cine: menadzer,
senzorni analiticar, voda panela, tehnicar, ispitivaC potroSaca, statisticar i
ispitanici. Clanovi tima mogu obavljati vi$e uloga pa tako ovaj tim mogu ¢initi samo
jedan istraZivaC i ispitanici. Ono Sto je bitno to je da svi €lanovi tima imaju

neophodna znanja i obuku za ispunjavanje svojih zadataka.

4. U senzornim studijama posebna paZnja je posvetena zahtevima za uzorke

koji se ispituju. Da uzorci ne bi bili dodatni izvor varijabilnosti u studiji veoma su
znacajni aspekti pripreme (materijali koji se koriste pri izradi uzorka, oprema i
posude, kao i metode izrade) i prezentacije uzoraka (koli¢ina i temperatura uzorka,

posuda za uzorak, kodiranje/oznacavanje uzoraka, broj i redosled uzoraka).



5. Konacno, najznacajniju grupu zahteva predstavljaju oni koji se odnose na
ispitanike, jer oni predstavljaju najvazniji faktor u senzornoj studiji. Regrutovanje
ispitanika zavisice od tipa i broja neophodnih ispitanika. Reklamiranje predstavlja
efikasan nacin za okupljanje velike ciljne grupe, a svakako je korisno prilikom bilo
kog oblika regrutacije. Direktno regrutovanje moZze se vrsiti direktnim obra¢anjem
ljudima, bilo licem u lice ili telefonski, a preporuka je veoma korisna prilikom
proSirivanja treniranog panela ispitanika. Nezavisno od daljeg toka ispitivanja
inicijalno je neophodno doneti odluku o tome da li ¢e se koristiti interni ili eksterni
ispitanici. Premda koriS¢enje bilo koje grupe ima svoje prednosti i nedostatke,

treba znati na koji nacin bilo koja od pomenutih grupa utice na dobijene rezultate.

Svi potencijalni uCesnici, bez obzira na nalin regrutovanja, moraju biti
provereni (,filtrirani“) pre finalnog odabira. Kriterijumi na kojima se zasniva
selekcija zavise od tipa testa i mogu biti i veoma prosti i zasnivati se na li¢nim
sposobnostima. Kao $to je ve¢ bilo pomenuto panel mogu ¢initi naivni (neobuceni

senzorni panel ili potrosaci) ili trenirani ispitanici (obuceni panel).

Neobuceni/netrenirani senzorni panel se Koristi u veoma jednostavnim
senzornim studijama zbog Cega su i kriterijumi za selekciju ovih ispitanika veoma
niski. Za razliku od njih ucesnici obufenog/treniranog panela moraju pokazati
odgovarajuce karakterne osobine i stavove. Generalno, ucesnici ovih panela bi
trebalo da pokazuju dobar timski rad, imaju Siroka shvatanja, da su pozitivni, imaju
dobre komunikativne osobine , da su posveceni i fleksibilni. Takode, neophodno je
da imaju bar normalnu senzornu osetljivost sa aspekta opaZanja stimulusa,
uocavanja razlike izmedu stimulusa i prepoznavanja i opisivanja stimulusa. Sama
obuka/trening ispitanika, njen obim i duzina trajanja zavisice od metode koja se
koristi u studiji. Kod nekih metoda (potrosSacki testovi) obuku predstavlja samo
jasan opis samog metoda ili, u sluc¢aju koris¢enja upitnika, obuka potpuno izostaje.
Za razliku od ovih studija u deskriptivnim testovima obuka moZe potrajati i viSe

nedelja.

6. Poslednji, ali svakako neophodni zahtevi odnose se na sakupljanje

podataka. Senzornim profesionalcima su dostupni razli¢iti metodi sakupljanja
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podataka (u papirnom obliku, kompjuterski sistemi, portabl i internet sistemi i

kvalitativna istrazivanja) u zavisnosti od cilja projekta i finansijske konstrukcije.

1. 2. Reoloska procena kozmetickih proizvoda

Kremovi zajedno sa mastima spadaju u grupu najstarijih farmaceutskih
oblika, ali i procentualno najzastupljeniji oblik kozmetickih proizvoda razlicite
namene (Junginger, 1984). Premda se primenjuju vekovima, rasvetljavanje njihove
koloidne (mikro)strukture pocelo je tek osamdesetih godina proslog veka. Ovome
su doprinele razlicite fizickohemijske metode, kao sto je difrakcija X zraka pod
malim uglom (Junginger i sar., 1979; Junginger, 1984), diferencijalna skenirajuca
kalorimetrija i termogravimetrija (Junginger, 1984), transmisiona elektronska
mikroskopija (Junginger, 1984; Patel i sar., 1985) i laserska Raman spektroskopija
(Louden i sar., 1985). Ipak, najveci znacaj sa aspekta karakterizacije strukture
polucvrstih sistema, kao i kozmetickih proizvoda, imaju reoloSke karakteristike,

odnosno reolosko ponasanje kozmetickih kremova.

1. 2. 1. Reologija kozmetickih emulzija

Reologija je nauka o deformaciji ili proticanju materijala pod dejstvom
stresa pri kontrolisanim uslovima. Reologija se uglavnhom bavi te¢nostima,
odnosno ¢vrstim telima koja ¢e pre proticati nego se elasti¢no deformisati (Laba,
1993). Realni materijali, koji su najces¢e kozmetic¢ku proizvodi, pokazuju reolosko
ponaSanje koje ih svrstava u grupu izmedu tecnosti i cvrstih tela i zato Sto
ispoljavaju i elasticne i viskozne osobine nazivaju se viskoelasticnim telima

(Brummer, 2006).

Pod dejstvom stresa odnosno spoljaSnje sile dolazi do promene poloZaja
Cestica materijala, i ove promene definiSu se kao napon. Vrsta i obim napona

predstavljaju karakteristicne osobine datog materijala. Najjednostavniji model
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kojim se ilustruju reoloske osobine i koji moZe da posluzi u upoznavanju sa

osnovnim definicijama je model paralelnih ploca (Slika 2).

Posmatraju se dve paralelne ploce izmedu kojih se nalazi materijal debljine
h (m) (Laba, 1993). Gornja ploca povrsine A (m?2) krece se pod dejstvom sile F (N),

brzinom v (m/s) i izaziva laminarno (slojevito) pomeranje.

Povrdina [m?] Sila F [N]

—

rzinav [m/s]

lika 2. Model paralelnih ploca (preuzeto iz Brummer, 2006)
Odnos sile i povrsine predstavlja prinosni napon (eng. shear stress):
t=F/A (N/m?=Pa)
Odnos brzine vi debljine h je brzina smicanja (eng. shear rate):
y=v/h(1/s)
Nastala deformacija (napon) je:
y =dx/h (bezdimenzionalan)
Odnos prinosnog napona i brzine smicanja predstavlja viskozitet:
n=rt/y (Pas)

Korelacija izmedu napona i brzine smicanja definiSe nacin, odnosno
ponasanje prilikom proticanja (eng. flow behaviour) sistema. Graficki se reoloSko
ponasSanje prikazuje reogramom ili krivom proticanja kao zavisnost napona
(ordinata) od brzine proticanja (apscisa). Za svaku definisanu brzinu smicanja
meri se rezultuju¢i napon smicanja koji se koristi za preracunavanje viskoziteta.

Slika 3 prikazuje izgled reograma osnovnih tipova proticanja.
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Pseudoplastiéno plastiéno (rasteénjavanje)

Bingam plastiéno

seudoplastiéno (rasteénjavanje)

Njutnowvsko

Napon smicanja

Dilatantne (uguséivanje)

Prinosni napon

Brzina smicanja

Slika 3. Razliciti tipovi proticanja, napon smicanja u funkciji brzine smicanja

Idealni viskozni sistemi, prave (Njutnovske) teCnosti pokazuju tzv.
Njutnovsko ponasanje prilikom proticanja, odnosno za razlicite brzine proticanja
dobijaju se konstantne vrednosti viskoziteta. Odnos izmedu napona i brzine

smicanja koji se dobija predstavlja Njutnov zakon viskoziteta:
n=1/y = const.

Kada se kriva viskoziteta graficki prikaZe (zavisnost viskoziteta od brzine
smicanja pri konstantnoj temperaturi) dobija se prava linija (Slika 4). Kod ovih
sistema viskozitet ne zavisi od promene brzine ve¢ od sastava sistema,

temperature i pritiska (Barnes, 1997).

Nenjutnovski sistemi, kao Sto samo ime kaZe, su oni kod kojih postoji
odstupanje od Njutnovskog odnosa izmedu brzine i napona smicanja. Viskozitet
ovih sistema menja se sa promenom brzine smicanja, dakle nije konstantan. U

zavisnosti od nacina na koji se viskozitet sistema menja sa promenom brzine
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smicanja razlikuju se tri osnovna tipa proticanja: pseudoplasti¢no, plasti¢no i

dilatantno (Lee i sar., 2009).

Kod sistema koji pokazuju pseudoplasticno ponasanje povecanje napona izaziva
disproporcionalno povecanje brzine smicanja i sa povecanjem gradijenta brzine

dolazi do sledstvenog smanjenja viskoziteta.

Viskozitet

Slika 4. Efekat brzine smicanja

na Njutnovske tec¢nosti

Brzina smicanja

Ovakvo ponasanje prilikom proticanja naziva se i raste¢njavanje (eng.
shear thinning). Ipak, ponaSanje ovih sistema pri veoma malim brzinama smicanja
je slicno Njutnovskom jer je viskozitet konstantan, nezavistan od brzine i Cesto se
naziva nulti viskozitet smicanja (eng. zero shear viscosity). Kada se brzina poveca
do nivoa da izaziva promene u strukturi (promene u orjentaciji molekula ili ¢estica
koje prevazilaze nasumicno Braunovo Kretanje), viskozitet drasticno opada
(Durairaj i sar., 2004). Pri veoma visokim brzinama smicanja vrednost viskoziteta
dostize asimptomatsku - kona¢nu vrednost i dalje povecanje brzine ne moze

povecati nivo rastecnjavanja.

Sistemi koji pokazuju dilatantno ponaSanje uguscuju (eng. shear
thickening) se sa primenom napona smicanja; kao rezultat toga brzina smicanja se
sporije povecava od napona smicanja. Kod ovih sistema sa pove¢anjem brzine
smicanja dolazi do povecanja viskoziteta (IUPAC, Compendium of Chemical
Terminology). Dilatantno ponaSanje je retko kod viskoelasticnih sistema i

uglavnom nije poZzeljno.
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Plasticni tip proticanja karakteriSe postojanje prinosnog napona (to, eng.
yield stress), Sto znaCi da se primenjeni napon moZe povecavati do specificne
vrednosti pri ¢emu nece izazvati deformaciju. Kada se dostigne maksimalna
vrednost napona - prinosni napon; sistem pocinje da tece. Kod ovih sistema nakon
postizanja maksimalnog napona dolazi do oStrog smanjenja viskoziteta. Ovakvo
ponaSanje se moZe opisati razli¢itim matematickim modelima od kojih su najcesce
koris¢eni Bingham-ov model koji opisuje tzv. Bingam plasti¢ni tip proticanja.
Njega karakteriSe linearna zavisnost napona i brzine proticanja (Goldsmith, 1950).
Kod tzv. pseudoplasti¢cno plasticnog proticanja koje se opisuje Casson-ovim
modelom odnos izmedu napona i brzine proticanja nakon prinosnog napona nije

linearan (Slika 3).

Tiksotropija je veoma znacajan reoloski fenomen koji privlac¢i paZnju
velikog broja istrazivac¢a, ali promene u mikrostrukturi koje dovode do
tiksotropnog ponasanja jo$ uvek su slabo razjasnjene (Mewis i Wagner, 2009).
Tiksotropija se definiSe kao kontinualno smanjenje viskoziteta sistema koji protice
u toku vremena (a koji je prethodno bio u mirovanju), a zatim postepeni oporavak
viskoziteta tokom vremena kada proticanje prestane. Kompleksno reolosko
ponasanje tiksotropnih materijala se objasnjava njihovom mikrostrukturom, koja
takode zavisi od istorije smicanja. Ovo specificno, vremenski zavisno ponasanje

viskoziteta Cesto je veoma znacajno u karakterizaciji emulzionih sistema.

Za definisanje stepena i obima tiksotropnog ponasSanja najcesSce se koristi
histerezna povrsina. Histereznu tehniku predstavili su Green i Weltmann (Green i
Weltmann, 1943) pri ¢emu se na ovaj nacin meri povrSina izmedu gornje i donje
reoloske krive, a dobijena histerezna povrsina se koristi da definiSe tiksotropno
ponasanje. PovrSina i oblik histerezne krive mogu znacajno da se razlikuju u
zavisnosti od ispitivanog materijala (Slika 5). S druge strane, histerezna povrsina
za dati materijal zavisi¢e od uslova merenja, kao Sto su: istorija smicanja pre

pocetka eksperimenta, maksimalna brzina smicanja i stepen ubrzanja.

U zavisnosti od namene proizvoda tiksotropno ponasanje je vise ili manje

poZeljno. Sa aspekta upotrebe kozmetickih i dermatoloskih preparata tiksotropno
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ponasanje, odnosno smanjenje viskoziteta kada je sistem pod dejstvom spoljne sile
(tzv. rastecnjavanje) koje omogucava jednostavnu upotrebu (nanoSenje i

razmazivanje) proizvoda je viSe nego poZeljno.

» i 2.

Y 4 4

Slika 5. Moguci oblici histereznih kriva

Reopeksija je reoloski fenomen suprotan tiksotropiji gde sa povecanjem
brzine smicanja dolazi do povecanja viskoziteta. Javlja se kod dilatantnog tipa

proticanja i veoma je retko kod realnih sistema.

Merenje osobina koje sistem pokazuje prilikom proticanja podeljeno je na
merenje njegovog linearnog i nelinearnog ponasanja. Za prvo, linearno ponasanje,
merenja se sprovode u opsegu napona, stresa i brzina u kojima su merene osobine
zavisne od spomenutih promenljivih. Kod nelinearnih merenja mereni parametri
nisu u funkciji ovih varijabli ve¢ samo frekvence i vremena (naravno i temperature,
kao i pritiska u odredenoj meri) (Barnes, 1994). Esencijalna razlika izmedu
linearnih i nelinearnih merenja jeste ta, Sto su linearna merenja nedestruktivna,
dok su nelinearna destruktivna. Narusavanje viskoelasti¢ne strukture pri tome

moZe biti reverzibilno ili ireverzibilno (Davis, 1971a).

Godinama je uobicajen pristup u reoloskim merenjima polucvrstih sistema
podrazumevao sprovodenje samo kontinualnih (tzv. merenja u mirnom stanju,
eng. steady-state) reoloskih merenja, koja imaju ograni¢enu primenu. Za dobijanje

kompletnog reoloskog profila i svih znacajnih reoloSkih parametara
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viskoelasticnih materijala neophodno je sprovodenje i oscilatornih (tzv.

dinamickih, eng. dinamic) merenja (Davis, 1971b).

Savremeni uredaji kojima se ispituje reoloSko ponasanje jesu reometri. Oni
danas omogucavaju postavljanje najraznovrsnijih eksperimentalnih uslova, $to uz
veoma sofisticirane softverske pakete, omogucava dobijanje svih reoloskih
parametara i kompletnu karakterizaciju reoloskih osobina. U ispitivanju
polucvrstih preparata za primenu na kozi koriste se reometri koji u zavisnosti od
viskoziteta ispitivanih sistema mogu biti opremljeni drugacijim mernim sistemima
(Slika 6).

Koncentricni cilindri Kupa-ploéa Paralelne ploce

Veoma nizak do Veoma nizak do  Nizak viskozitet do
sredn)l viskozitet visoki viskozitet  mekih évrstih tela

Slika 6. Merni sistemi reometra
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1. 2. 2. Znacaj reoloskih osobina emulzionih sistema

Reoloske osobine emulzija od velikog su znacCaja kako sa aspekta
fundamentalnih ispitivanja tako i sa prakti¢ne tacke glediSta. Na fundamentalnom
nivou, reologija emulzija direktna je manifestacija brojnih interakcionih sila koje se
javljaju unutar emulzionih sistema (Tadros, 1994). Stoga se osobine koje emulzije
pokazuju pri proticanju i parametri koji se dobijaju kontinualnim i/ili reoloskim
merenjima koriste u tumacenju koloidne strukture sistema i njegovih fizickih

karakteristika (Barnes, 1994).

Kada je re¢ o prakti¢noj primeni, proucavanje reologije emulzionih sistema,
ima vitalan znacaj u mnogim industrijskim granama od kojih svakako treba
pomenuti: prehrambenu, kozmeticku, agrohemijsku, farmaceutsku industriju, kao i
industriju boja, papira, adheziva i mnogih proizvoda ku¢ne hemije (Tadros, 1994).
Za dermokozmeticke emulzije poznavanje reoloskog ponaSanja neophodno je u
mnogim oblastima, koje ukljucuju (Davis, 1971b): kontrolu kvaliteta polucvrstih
proizvoda, stabilnosti tokom skladiStenja, rok upotrebe, poredenje fizickih
parametara sa senzornom procenom i o¢ekivanjima potrosaca, uticaj konzistencije
na perkutanu apsorpciju aktivnih supstanci, uticaj formulacije na konzistenciju,
predvidanje ponaSanja proizvoda u toku procesa proizvodnje (npr. mesSanje,

pumpanje i pakovanje).

Veliki broj senzornih osobina emulzija zavisi od njihove koloidne strukture,
zbog Cega one mogu biti povezane sa odredenim fizickim, npr. reoloSkim
merenjima. Cinjenica je da aplikacija i prihvatanje kozmeti¢kog proizvoda od
strane potrosaca u velikoj meri zavise od osobina koje proizvod pokazuje prilikom
proticanja (Trapp, 2007). Treba naglasiti da se uglavnom kontinualna reoloska
merenja sprovode u cilju predvidanja ponasanja proizvoda u realnim uslovima,
tokom njegove proizvodnje i primene (Brummer i Godersky, 1999; Park i Song,
2010). S obzirom na to, da su senzorne studije (kao Sto je prethodno opisano)
vremenski i novéano veoma zahtevne, mogucnost upotrebe Kklasi¢nih
metoda, kao Sto je reologija u razvoju proizvoda koji odgovara zahtevima

potrosaca moZe biti od velike Koristi. Kako u smislu smanjenja troskova,
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tako i pojednostavljenja i skracenja postupka formulisanja i preformulisanja

kozmetickih proizvoda.

1. 3. Primena teksturne analize

Teksturna analiza je tehnika koja se razvila sa ciljem proucavanja
mehanickih karakteristika hrane zbog Cega se uobiCajeno i koristi u toj oblasti
istrazivanja (Vazquez-Araujo i sar., 2006). Primarni zadatak teksturne analize je
razmatranje mehanickih karakteristika materijala koji je podvrgnut kontrolisanoj
sili, pri ¢emu materijal pod tim uslovima generise deformacionu krivu. Grafici koji

se generiSu, a prikazuju ponasanje sile u vremenu, predstavljaju teksturni profil.

Najjednostavnije receno, instrumentima se meri ponasanje proizvoda pod
uslovima koji imitiraju procese kojima je on podvrgnut u toku procesa proizvodnje
i manipulacije od strane korisnika. Da bi ovo bilo moguce, instrumenti moraju
imati kapacitet da mere odredene karakteristike na nacin i intenzitetom koji
odgovara stvarnim uslovima. Ovo se postiZe primenom razli¢itih instrumentalnih
tehnika koje mogu biti fundamentalni, empirijski i imitirajuci testovi (Szczesniak,

1963).

Fundamentalni testovi utvrduju fizicke konstante koje precizno opisuju
osobinu materijala u smislu jasno definisanih reoloskih parametara. Empirijski
testovi uglavnom mere parametre koji su slabo definisani u reoloskom smislu, ali
je praksa pokazala da su blisko povezani sa osobinom od znacaja. Imitirajuci
testovi teZe reprodukovanju mehanickih operacija koje se primenjuju u ljudskoj
proceni, odnosno trude se da imitiraju nasa cula. Sve ove metode imaju za cilj
dovodenje u vezu instrumentalnih i senzornih merenja (Engelen i Van Der Bilt,

2008).

Teksturna profilska analiza (TPA) je danas najCeS¢e KkoriS¢en metod
karakterizacije strukture hrane, odnosno najpopularnija metoda teksturne analize.

TPA je objektivni metod procene mehanickih karakteristika koje se dovode u vezu
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sa senzornim osobinama. Pionir teksturne analize je Szczesniak, koji je 1963.
definisao termine Kkoji dobro koreliraju sa rezultatima senzorne procene
(Szczesniak, 1963; Szczesniak i sar., 1963). Ovu metodu je kasnije modifikovao
Breene prilagodivsi je imitaciji Zvakanja hrane u vilici dva puta uz pomo¢ Instron

uredaja (Breene, 1975).

Savremeni uredaji, kakav je Teksturometar (Slika 7), omogucavaju, uz

......

proizvoda, kao Sto su olovke i ruZevi za usta,
proizvodi za kosu, i dr. postoji posebna oprema koju

nude proizvodaci ovih uredaja.

Teksturna analiza se u strucnoj literaturi uglavnom
koristi u karakterizaciji lokalnih preparata jer se
smatra klasicnom metodom za procenu stabilnosti
emulzija. Ipak, ova tehnika bi mogla, kao i reoloska
merenja, da bude od veeg znacaja u ispitivanju
senzornih osobina kozmetickih proizvoda
(Masmoudi i sar., 2009; Lemaitre-Aghazarian i sar.,

2004).

Slika 7. Teksturometar

v e

Slika 8. Razlic¢ite sonde teksturometra
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1. 4. Dermokozmeticke emulzije sa vlaze¢im efektom

1. 4. 1. Vlaznost/hidratisanost koze

Glavna funkcija koZe je

Stratum corneum Zaétitna, pI'l ¢emu koza

predstavlja barijeru za

S g | EPidermis spoljasnja, fizitka i hemijska
germinativum
R\ sredstva, ali spretava i
Sebacealna (t'! s‘, | | Dermis ) . ) .
ilezda 0| gubitak vode i elektrolita iz
Epokrina znojna i . v . . .
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Slika 9. Shematski prikaz strukture koze

Stratum corneum (SC) je spoljasnji sloj epidermisa, a ujedno i sloj sa
najvecom vodootpornos¢u. On sprecava odavanje vode iz donjih slojeva koze i
prezasi¢enje koZe vodom iz spoljasnje sredine, uz to da, istovremeno omogucava
razmenu vode izmedu ovih sredina (Harding, 2004). Sposobnost obavljanja ove
funkcije posledica je specifi¢cne strukture SC-a, koja se opisuje modelom “zida od
cigle” (Slika 10), a Cine je keratinociti uronjeni u intercelularni lipidni matriks
(Elias, 1981). Lipidni cement ima veoma heterogen sastav, ¢ine ga u najvecem
procentu ceramidi (47%), holesterol (24%), masne Kiseline (11%) i estri
holesterola (18%) (Rawlings, 2003). Zastitna uloga SC-a =zavisi kako od
intercelularnog lipidnog matriksa tako i od hidrolipidnog filma (koji se formira od

sekreta znojnih Zlezda i sebuma) na povrsini koZe.
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Slika 10. Kornealni sloj-model “zida

3 Kornifikor i ]
Korneocit 5 “Rbhifikovani
Korneodezmozom éel. opna

od cigle”

Kornealni sloj formira se u

kontinuiranom procesu

diferencijacije keratinocita

(keratinizacija), koji zapocinje

Lamelarna tela Intercelularni lipidi Stratum
granulosum  njihovom migracijom iz bazalnog

sloja kroz granularni sloj, do
kona¢nog formiranja keratinocita. Inicijalno povezani jakim dezmozomskim
vezama korneociti po€inju da se razdvajaju do kona¢nog ljuspanja sa povrsSine koze
u procesu koji se naziva deskvamacija. Za oCuvanje homeostaze kornealnog sloja
ovaj dvosmerni proces keratinizacije i deskvamacije mora biti dobro izbalansiran
(Pons-Guiraud, 2007). Sadrzaj vode SC-a klju¢ni je faktor koji reguliSe zdravlje
koZe (Rawlings i Matts, 2005). Normalan sadrZzaj vode u SC-u je oko 30+5%
(Caspers i sar., 2001) i on odreduje permeabilnost i fleksibilnost SC-a, kao i
aktivnost enzima koji su ukljuceni u procese formiranja barijere i deskvamaciju

(Maki sar., 1991).

Brojne studije koje ispituju vlaznost SC-a pokazale su da on ima sposobnost
primanja vode mehanizmom bubrenja, tzv. “oticanje” SC-a (eng. SC swelling) ¢iji je
limit u intervalu 22-33% (Kasting i Barai, 2003; Imokawa i sar., 1991; Inoue i sar.,,

1986;Anderson i sar., 1976).

Da bi koZa bila meka i odrzala svoju elasti¢nost sadrzaj vode u SC-u mora
biti najmanje 10-15%, pri ¢emu se kod normalne koZe nivo vlaZnosti postepeno
smanjuje od dubljih ka povrSinskim slojevima koZe. Mehanizmi regulacije vlaZnosti
su dvosmerni, a voda prisutna u SC-u moZe biti statiCna, ili vezana i dinamicna, ili
transepidermalna voda (Marty, 2002). Osnovni faktori koji reguliSu vlaznost koze,
a odgovorni su za prisustvo staticne vode, su intercelularni lipidi i higroskopne
supstance u intercelularnim konstituensima, koje su predstavljene zajednickim

nazivom - prirodni vlaZe¢i faktor (NMF - eng. natural moisturizing factor).
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Drugi, dinamicki aspekt ¢ini voda koja se krece iz dubljih slojeva dermisa ka
povrSini i za ¢iju mobilnost su odgovorni hidrofobni Kkeratinociti, kvalitet
celularnih membrana i intercelularni lipidni matriks. Transepidermalni protok je
kontrolisan koli¢cinom vode koja isparava sa povrSine koZe i predstavlja tzv.
transepidermalni gubitak vode (TEGV) koji nije zanemarljiv i iznosi 100-150 ml
vode/danu/m2 koZe u normalnim uslovima (intaktna zdrava humana koZza)
(Marks, 2004). U slucaju niske atmosferske vlaznosti i visokih temperatura koZa

gubi mnogo vece koliCine vode.

Razumevanje distribucije vode i poznavanje sadrZaja vode u SC-u od
znacaja je za brojne primene u oblasti medicine, kozmetologije i farmacije, a
najbolje je prouceno kroz ispitivanja stanja suve koze (Rawlings i Harding 2004;

Rawlings, 2003; Loden, 2003; Naik i sar., 1999).

1. 4. 2. Suva kozZa

Suva koZa (kseroza) je cest dermokozmetic¢ki problem, koji varira od
fizioloSki suve (zdrave koZe) do patoloSki suve (dematoloski obolele) koZe, a Ciji
izgled u zavisnosti od stanja u kome se koZa nalazi moZe znacajno da se razlikuje
(Pons-Guiraud, 2007; Caussin i sar., 2007). Nekoliko fizioloSko-patoloskih faktora
koji menjaju integritet kozne barijere uzrokuje ova stanja: promene kornealnog
sloja usled keratinizacionih abnormalnosti SC-a, promene unutar intercelularnih
lipida i hidrolipidnog filma, naruSavanje transepidermalnog metabolizma vode i

promene pH vrednosti koze.

Fizioloski suva koZa moZe da se pojavi kod male dece (Cija je koZa neZna i
osetljiva), kao i kod odraslih, gde je posledica promena nastalih usled starenja koZe
i to pre svega smanjenja debljine epidermisa i intenziteta normalnog celijskog
tranzitnog vremena (eng. turnover) kao i smanjenja sposobnosti vezivanja vode u
SC-u. Kod odredenih osoba isuSivanje koZe moZe biti pokrenuto ili ¢esto pogorsano
egzogenim ili endogenim faktorima. U egzogene faktore ubrajaju se klimatski

uslovi (suv i hladan vetar, toplota, izloZenost suncu), razliciti Zivotni uslovi (npr.
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centralno grejanje i klimatizacija) i licne navike (najznacajnije su Cesto pranje,
upotreba proizvoda za odrZavanje licne higijene i razli¢itih kozmetickih proizvoda)
(ElGammal i sar., 1996). Endogeni faktori ukljucuju lekove i hormonske disbalanse,

dok je patoloski suva koza pokazatelj dermatoze (Pons-Guiraud, 2007).

Premda su mehanizmi nastanka stanja suve koZe brojni, joS uvek nisu u
potpunosti razjas$njeni. Veliki interes za ovom tematikom, kao i razvoj tehnickih
mogucnosti doveli su do znacajnih otkri¢a i napretka u naSem razumevanju ne
samo strukture, sastava i funkcije SC-a ve¢ i njegovog nastanka (Rawlings, 2003).
Poznavanje i razumevanje ovih procesa neophodno je za razvoj proizvoda za

hidrataciju koZe, odnosno hidrantnih proizvoda ili ovlaZivaca koZe.

1. 4. 3. Ovlazivaci koze ili hidratantni proizvodi

Dakle, stanje suve koZe ne predstavlja obavezno dermatoloski problem i za
negu ovakve, kao i za negu normalne koZe, preporucuje se upotreba kozmetickih
proizvoda sa vlaZe¢im/hidratiSu¢im efektom/ovlazivaca. Kozmeticki proizvodi
imaju za cilj odrzavanje koZe u dobrom stanju i tradicionalno se ne dovode u vezu
sa bolestima i tretmanom obolele koZe (Wallach, 2002). Ipak, ova grupa
kozmetic¢kih proizvoda ima izuzetno veliki znacaj u prevenciji i tretmanu koZe
zahvacene dermatozama (Trapp, 2007). Pored ovlaZivaca i mnogi drugi preparati
kao Sto su proizvodi za zaStitu od sunca, anti-age proizvodi (koji se koriste u
prevenciji i tretmanu fotostarenja), antibakterijska sredstva za pranje koze,
Samponi za smanjenje peruti, antiperspiransi i preparati za tretman akni ostvaruju
efekte na koZi, a nalaze se na granici dermatoloski lek - kozmeticki proizvod

(Millikan, 2001).

Pocetkom devedesetih godina prosSlog veka americki dermatolog Albert
Kligman prvi put je upotrebio termin kozmetoceutici, kojim je definisao trecu
grupu preparata, pored lekova i kozmetic¢kih proizvoda (Kligman, 1993). Premda
ni danas nije priznata od strane regulatornih tela, ova kategorija kozmetickih

proizvoda i neophodnost njihovog poznavanja prepoznata je od strane
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dermatologa (Wallach, 2002). U Evropi je termin “dermokozmetika”
(dermokozmeticki preparati) ceS¢e u upotrebi i predstavlja sinonim

kozmetoceuticima.

Ovlazivati su dermokozmeticki proizvodi Kkoji se najSire primenjuju
(Draelos, 2009). Ipak, sam termin ovlaZivaci je pogresan, jer iako je voda najcesce
glavni sastojak ovih proizvoda, ona ne predstavlja osnov njihovog vlaZeceg efekta.
Voda koja je deo formulacije, nakon primene preparata izaziva samo prolazno
povecanje sadrzaja vlage i isparava sa povrSine koZe (Draelos, 2009; Rawlings i
sar.,, 2006). Kod odredenih stanja suve koZe primena proizvoda sa visokim
sadrZzajem vode moZe i da pogorSa postojece stanje. OvlaZivali svoj efekat
ostvaruju uglavnom dvojako, tako Sto na povrsini koZe formiraju zastitni film
(okludiraju koZu) koji sprecava isparavanje vode i/ili sadrZe supstance koje
povecavaju sadrzaj vode u SC-u (Lynde, 2001; Loden i sar., 2001). Sve kozmeticke
sirovine Kkoje ostvaruju vlaze¢i efekat Internacionalni rec¢nik i priruc¢nik
kozmetickih sastojaka svrstava u Siroku grupu kondicionirajuc¢ih sredstava (eng.

conditioning agents) ili kondicionera koZe (Wenninger i sar., 2000).

Najznacajniji sistemi za isporuku, ili nosac¢i Kkondicionera KkoZe su
dermokozmeticke emulzije, koje u zavisnosti od konzistencije mogu biti kremovi ili
losioni (Rawlings i sar., 2006). Nekada su jednofazni sistemi tipa masti, zbog
izrazitog okluzivnog efekta imali veliki znacaj u tretmanu suve koze (Trapp, 2007).
Medutim, danas zbog neprihvatljivih senzornih osobina (teSke aplikacije i izrazito
masnog filma koji ostavljaju na kozi) njihova upotreba potisnuta je upotrebom

emulzionih sistema.

Emulzije su viSefazni (uglavnom dvofazni) sistemi koje ¢ine najmanje dve
tecnosti koje se ne meSaju, gde je jedna faza dispergovana u vidu kapljica u drugoj.
Dva osnovna tipa emulzionih sistema su (i) emulzije tipa voda u ulju (V/U) kod
kojih je vodena faza unutrasnja i dispergovana u masnoj i (ii) emulzije tipa ulje u
vodi (U/V) kod kojih je vodena faza spoljasnja, a masna unutrasnja. Njihovo

stvaranje i dugotrajnu stabilnost omogucava prisustvo emulgatora. Za tretman ili
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negu razlic¢itih stanja koZe neophodan je paZljiv izbor tipa formulacije, odnosno

poznavanje fizickohemijskih karakteristika proizvoda.

Emulzije tipa U/V nalaze mnogo vecu primenu u odnosu na emulzije V/U
tipa (Loden, 2005). Sadrzaj masnih komponenti u U/V sistemima iznosi, najcesce
15-30% (iako moZe biti i veéi) zbog Cega imaju izrazit hidratiSuci efekat i na koZi
mogu i ne moraju ostavljati manje ili viSe mastan ili lepljiv film. Premda imaju
izraZen trenutni hidratiSuci efekat, nemaju znatan uticaj na obnavljanje lipida, zbog
Cega se njihova upotreba pre preporucuje osobama sa masnom nego sa suvom
koZom (Trapp, 2007). Emulzije tipa V/U zbog okluzivnog filma koji stvaraju na
povrSini koZe preporucljivije su za negu i tretman suve koZe, a njihova reda
upotreba posledica je nezadovoljavajuc¢ih estetskih osobina. Upotreba savremenih

emulgatora omogucila je izradu V/U emulzija sa niZim sadrZajem masne faze i

1. 4. 4. Kondicionirajuca sredstva

Na trziStu postoji velik broj hidratantnih proizvoda, ali svi imaju za cilj
povecanje koli¢ine vode SC-u. Idealni ovlaZiva¢ koZe bio bi proizvod koji: (i)
poboljSava stanje koZne barijere, (ii) odrZava integritet koZe i njen dobar izgled,
(iii) smanjuje TEGV i (iv) obnavlja lipidnu barijeru, sposobnost privlacenja,

zadrzavanja i distribucije vode (Loden i Maibach, 1999).

U kozmetologiji i kozmetickoj dermatologiji kozmeticke sirovine koje imaju
vlaZeci efekat na koZi cesto se nazivaju hidratantnim sredstvima. CTFA (eng.
Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association) medutim, ne prepoznaje ovaj, ve¢ je u
upotrebi termin kondicionirajuc¢e sredstvo. Kondicionirajuci agensi predstavljaju
kozmeticke sirovine iz razliCitih grupa i prema teorijskom mehanizmu kojim

ostvaruju vlazeci efekat najznacajniji su: okluzivi, emolijensi i humektansi.

Okluzivi svoj efekat ostvaruju formiranjem hidrofobnog sloja na povrsini
koze, koji gradeci egzogenu barijeru sprecava gubitak vode (Draelos, 2010). [ako
zbog masnog i lepljivog filma na povrsini okluzivi nisu privlacni potrosacima, ova
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grupa kozmetickih sirovina veoma je efikasna u tretmanu suve koZe. Vazelin je
najefikasniji okluzivni ovlazivac, a Ghadially i sar. (1992) su pokazali da on pored
okludiranja koZe moze biti apsorbovan u delipidizovani SC i ubrzati oporavak
koZne barijere. U grupi starijih okluziva su: parafinsko (mineralno) ulje, parafin,
skvalen, sojino ulje, lanolin, pcelinji vosak, dok su noviji, dimetikon, iz grupe
silikona/silikonskih ulja. Oni su nekomedogeni, hipoalergijski i uglavnom bez jakog
mirisa, a na koZi ostavljaju masni film koji nije lepljiv, zbog ¢ega su formulacije sa

silikonima stekle veliku prihvatljivost od strane potrosaca (Flynn i sar., 2001).

Emolijensi su ulja i lipidi koji se lako rasprostiru i razmazuju po kozi,
obezbedujuci delimi¢nu okluziju koja hidrira i poboljSava izgled SC-a (Rawlings i
sar., 2006). KoZu ¢ine mekom i glatkom, tako $to pored povecanja sadrzaja vode u
gornjim slojevima SC-a povecavaju i elasticnost koze (Wigger-Alberti i sar., 2000).
Nakon nanoSenja na kozu, emolijentni lipidi koji podsecaju na lipide koji se nalaze
u kozi, kao Sto su holesterol, slobodne masne kiseline i ceramidi, poboljsavaju

stepen oporavka koZne barijere (Mao-Qiang i sar., 1995).

Humektansi privlace i zadrzavaju vodu u kozi, delujuéi iz unutrasnje ka
spoljasnjoj sredini privlacenjem vode iz dermisa ka epidermisu/SC-u. Iako se
navodi da humektansi mogu ostvariti svoj efekat i iz spoljasnje ka unutrasnjoj
sredini (povlacenjem vode sa povrSine u SC) treba re¢i da je ovo mogucée samo u
uslovima visoke relativne vlaZnosti spoljasnje sredine od 70 do 80% (Lazar i sar.,

1991).

Najveci broj humektanasa su niskomolekularne higroskopne supstance, ¢iji
efekat je posledica prisustva hidrofilnih grupa. Primeri najceS¢e koriS¢enih
humektanasa ukljuuju polihidroksilne alkohole (glicerol, propilen- i
butilenglikol), ureu, soli mle¢ne i pirolidon karboksilne kiseline, Secere (sorbitol),

pantenol i a-hidroksi kiseline.
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1. 4. 5. Hidroksi kiseline

Hidroksi kiseline se danas mogu na¢i u velikom broju kozmetickih
proizvoda na svetskom trziStu, a zapravo su familija hemijskih supstanci koju ¢ini
viSe grupa: a-hidroksi kiseline (AHK-e), B-hidroksi kiseline (BHK-e) i polihidroksi
kiseline (PHK-e).

AHK-e su karboksilne kiseline koje karakteriSe prisustvo hidroksilne grupe
na a poloZaju (alfa-C atomu). Prvi put su predstavljene sredinom osamdesetih
godina proslog veka, kao veoma efikasne supstance u tretmanu hiperkeratoza i
ihtioza (Van Scott i Yu, 1974). Od tada do danas nasle su primenu u tretmanu suve
koZe, grube koZe, peruti, kalusa, akni, keratoza, oZiljaka, bora i foto-ostarele koZe
(Yu i Van Scott, 2004). Jedna od najceSc¢e korisc¢enih i najbolje proucenih AHK-a je
glikolna kiselina. Brojne studije pokazale su i potvrdile efikasnost ove molekule,
najmanje medu hidroksi kiselinama (Van Scott i Yu, 1989; Matarasso i sar., 1990;
Bergfeld i sar., 1997; Bernstein i sar., 2001). Pored vlaZeCeg efekta, ima i

eksfolijantni efekat, stimuliSe germinativni sloj i proliferaciju fibroblasta.

BHK-e imaju hidroksilnu grupu na 3 poloZaju i premda neke AHK-e mogu
zbog prisustva sekundarne -OH grupe biti svrstane u grupu BHK-a, pravi i
najznacajniji predstavnik ove grupe je salicilna kiselina. Za razliku od AHK-a koje
su alifati¢ne, linearne, hidrofilne molekule, salicilna kiselina je fenolna i lipofilna
molekula koja u hemijskom smislu nema sli¢nosti sa AHK-ama. Zbog lipofilnosti
salicilna kiselina moZe da penetrira u sebacealnu jedinicu i da tako ostvari
eksfolijantni efekat u masnim regijama lica (Draelos, 2000). Takode je i veoma

efikasan keratolitik, Sto se koristi u lekovima.

Polihidroksi kiseline su karboksilne kiseline sa vise hidroksilnih grupa
vezanih za alifati¢ne ugljenikove atome (Yu i Van Scott, 1996). PHK-e su hemijski
slicne AHK-ama, ali su PHK vece molekule koje ne penetriraju u kozu, te vrse
eksfolijaciju samo na povrSini koZe. Ograni¢avanjem penetracije smanjuju se
nezeljeni efekti poput peckanja, zatezanja i iritacije koZe, pa se njihova upotreba

preporucuje osobama sa osetljivijom koZom (Draelos, 2000).
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Efekti hidroksi kiselina su brojni i produzZena primena kozmetickih
proizvoda koji ih sadrze dovodi do poboljsanja izgleda zdrave koZe koja deluje
svezije i svetlije usled povecanja vlaznosti u SC-u i smanjenja intenziteta
hiperpigmentacija i hiperkeratoti¢nih lezija. Takode, kao posledica smanjenja
dubine bora i ujednacavanja teksture koZe, ona deluje glatko i zategnuto (Yu i Van
Scott, 2005). Sve je ovo posledica hidratiSuceg efekta, ubrzanja deskvamacije,
sinteze glikozaminoglikana, regulacije pH vrednosti, plastifikacije (bubrenja) i
ubrzanja Celijskog turnover-a odnosno remodelovanja epidermisa. Pored primene
na zdravu kozu, hidroksi kiseline se Cesto koriste u tretmanu patoloskih stanja
koZe, kao Sto su akne, fotostarenje, ihtioze, hiperkeratoze, ¢ak i psorijaza (Green i
sar., 2009, Fluhr i sar., 2008). Upravo zbog ovako Siroke primene, preparati koji
sadrze hidroksi kiseline prepoznati su kao jedna od najznacajnijih grupa
dermokozmetickih proizvoda (Harold, 2005). Najznacajniji faktori koji utiCu na
stepen efikasnosti proizvoda sa hidroksi kiselinama su koncentracija kiseline i pH
vrednost nosaca. Ovo se objasSnjava cinjenicom da je za ostvarivanje njihovih
efekata neophodno da budu u nedisosovanom obliku da bi stigle do mesta
delovanja (Al-Bawab i Friberg, 2004). Kako bi AHK-e bile u nedisosovanom obliku
pH vrednost preparata treba da bude Sto bliza pKa vrednosti kiseline. Ostali faktori
su: vrsta AHK, nosac, vreme izloZenosti koZe delovanju hidroksi Kiselina i tip koZe

na koju se primenjuje (Ramos-E-Silva, 2001).

Uprkos brojnim pozitivnim efektima i viSedecenijskoj primeni preparata sa
hidroksi kiselinama, jo$S uvek se javljaju problemi pri njihovoj upotrebi, kao i pri
formulisanju stabilnih preparata sa ovim aktivnim supstancama. NeZeljeni efekti
koji se mogu javiti najceS¢e se manifestuju kao crvenilo, peckanje, zatezanje i
perutanje koZe, a nekada su moguca i ozbiljnija stanja (Yu i Van Scott, 2004).
Ovakva reakcija posledica je kiselosti, odnosno niske pH vrednosti preparata i
ubrzane penetracije kroz kozu koja je uslovljena malom veli¢cinom aktivnih
molekula (Yu i Van Scott, 1996). Zbog ovoga hidroksi Kkiseline i dalje
predstavljaju veliki izazov sa aspekta formulisanja stabilnih, bezbednih i

efikasnih proizvoda.
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1. 4. 6. Alkil poliglukozidni emulgatori

Uprkos tome S$to je paznja naucnika koji se bave razvojem formulacija
preparata koji se primenjuju na koZi, danas, u velikoj meri fokusirana na razvoj
nosaca nano veli¢ina, konvencionalni emulzioni sistemi ostaju interesantno polje
istraZivanja. Najve¢im delom ovo je posledica konstantnog napretka u razvoju

novih sirovina koje se koriste u razvoju kozmetic¢kih emulzija.

Prethodno je receno da je osnovni preduslov nastanka emulzije, pored
vodene i masne faze, i prisustvo emulgatora. MeSani emulgatori i emulgujuci
voskovi, koji se sastoje od masnih alkohola i nejonskih povrsinski aktivnih materija
(PAM), dugo su predstavljali prvi izbor u formulisanju dermokozmetickih emulzija,
kako zbog dobre fizicke stabilnosti i kompatibilnosti sa vedinom aktivnih
supstanci, tako i zbog umanjenog iritacionog potencijala u poredenju sa jonskim
emulgujuéim voskovima, posebno onim sa natrijum lauril sulfatom (Barany, 2000;
Savi¢, 2004). U grupi nejonskih PAM veliku i ¢esto koriS¢enu grupu cCinili su
molekuli koji u svom hidrofilnom delu sadrZe veliki broj polioksietilenskih (POE)
grupa. Lanci POE, zbog jake hidrofilnosti i vezivanja vode i u toku skladiStenja
krema, izazivaju naknadnu strukturaciju (Ecclestone, 1997) Sto uglavnom
rezultuje loSim senzornim osobinama emulzija. Emulzije stabilisane ovakvim

emulgatorima mogu takode iritirati koZu i povecati TEGV (Barany i sar., 2000).

Da bi se ispunili strogi zakonski propisi, ali i sve brojniji zahtevi potrosaca u
pogledu bezbednosti kozmetic¢kih proizvoda, veliku paznju u okviru razvoja novih
sirovina privlace tzv. prirodni emulgatori. Poslednjih desetak godina raste interes
za grupom alkil poliglukozidnih (APG) emulgatora, tzv. ,Se¢ernih“ surfaktanata.
Njihov znacaj i prednosti u odnosu na tradicionalno koris¢ene POE derivate
ogledaju se pre svega u njihovoj kompatibilnosti sa koZom i sa Zivotnom okolinom
(Stubenrauch, 2001; Savic i sar., 2010). APG emulgatori su prirodnog porekla i
uglavnom se pokazalo da su netoksicni i da ne izazivaju alergijske reakcije (Savic i
sar., 2011; Tadros, 2005; Mehling i Hensen, 2004). Ovi Secerni emulgatori su u
obliku mesSanih emulgatora (emulgujucih voskova) i sastoje se od alkil glukozidnog

dela i najmanje jednog masnog alkohola. Njihove Secerne glave sadrze slobodne
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hidroksilne grupe koje omogucéavaju kompleksno vezivanje vode koja obezbeduje
dodatnu vlaZnost, a time moZe uticati i na permeabilnost i penetraciju aktivnih

supstanci (Loden, 2005).

Kompatibilnost koZe sa emulzionim nosacem izradenim sa APG
emulgatorom, posledica je njihove slicnosti sa strukturom koZe. lako se SC
uobicajeno predstavlja modelom zida od cigli (Slika 10), korneociti u SC-u su, u
stvari, uronjeni u lipidnu lamelarnu strukturu (Wang i sar.,, 2010). Nadalje,
pokazano je da nosaci sa APG emulgatorom usled formiranja liotropnih kristalnih
struktura, imitiraju organizaciju SC-a (Savic i sar., 2005; Makai i sar., 2003). Te¢ne
kristale karakteriSe veoma organizovana mikrostruktura, koja je dalje sposobna da
formira multilamelarne strukture, koje mogu da se ponaSaju kao specificni
modulatori zadrzavanja vode u SC-u. U zavisnosti od njegove koloidne strukture
nosa¢ moze uticati na vlaznost kozZe Kkontrolisanjem nacina distribucije vode

unutar sistema.

U tom smislu je neophodno ispitivanje mezomorfnog ponasanja APG
emulgatora, odnosno nac¢ina na Kkoji oni stabilizuju konvencionalne
emulzione nosace koji bi se koristili u kozmetickim proizvodima. Dodatno,
kako je pri formulisanju dermokozmetickih proizvoda veoma vazan izbor
nosaca, istraZivanja u oblasti: efikasnosti, bezbednosti, fizickohemijskih
karakteristika i kompatibilnosti sa razli¢itim aktivnim supstancama novih

nosaca sa APG emulgatorima spadaju u znacajna savremena ispitivanja.
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1. 5. Efekti kozmetickih proizvoda na kozi

Stupanjem na snagu 6. Amandmana na Kozmeticku direktivu 76/768/EEC,
1993. godine (93/35/EEC) dokazivanje efikasnosti kozmetickih proizvoda,
odnosno onih efekata za koje proizvodac tvrdi, i na pakovanju navodi, da ih njegov
proizvod ostvaruje, postalo je i zakonska obaveza (Cosmetics Directive 76/768,
Regulation (EC) No 1223/2009). Da bi proizvodac¢i mogli da promovisu i
reklamiraju svoj proizvod, odnosno da tvrde da njihov proizvod ima odredene
karakteristike i performanse, neophodno je da to bude potvrdeno dozvoljenim i
priznatim naucnim metodama. Zabranom pusStanja u promet na trziste EU
kozmetickih proizvoda koji su testirani na Zivotinjama (7. Amandmana na
Kozmeticku direktivu 76/768/EEC), doSlo je do intenzivnog razvoja alternativnih

metoda ispitivanja bezbednosti i efikasnosti finalnog kozmetickog proizvoda.

Danas postoji veliki broj razlicitih tipova eksperimentalnih studija koje se
mogu sprovoditi u cilju ispitivanja efekata kozmetickih proizvoda, a svakako treba
imati na umu i kontinuirano razvijanje novih (Colipa report on the 8 World
Congress on Alternatives, 2011; Colipa Guidelines for the Evaluation of the Efficacy of
Cosmetic Products, 2008). Da bi ova ispitivanja bila u skladu sa zahtevima
regulatornih tela sprovode se uz primenu velikog broja vodica i rezultata nau¢nih
publikacija (Colipa Guidelines for the Evaluation of the Efficacy of Cosmetic Products,
2008; Rogiers, 2001; Berardesca, 1997; Piérard, 1998; De Groot i sar. 1987;
Adams i Maibach, 1985).

Kozmeticki proizvodi mogu ostvariti veliki broj efekata, medu kojima su
poboljsanje vlaZnosti - stepena hidratisanosti SC-a, poboljSanje/promena
barijernih funkcija koZe, revitalizacija mehanickih svojstava koZe, glatkiji
mikroreljef koZe, smanjenje ljuspanja koZe i drugi (Vasiljevi¢ i sar., 2009).

Najve¢i znacaj u ispitivanju efekata kozmetickih proizvoda koji su
namenjeni nezi i zastiti koZe imaju neinvazivne tehnike bioinZenjeringa koZe koje
se sprovode na ispitanicima pod strogo kontrolisanim uslovima. Pomoc¢u ovih in

vivo tehnika (upotrebom odgovaraju¢ih uredaja) prate se promene biofizickih
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svojstava koZe pre, u toku i nakon upotrebe ispitivanog proizvoda. Promene stanja
koZe do kojih dovodi primena ispitivanog proizvoda predstavljaju efekte
proizvoda. Ovako utvrdeni efekti predstavljaju osnov buduéih kozmetickih

izjava/tvrdnji proizvodaca (Distante i Berardesca, 1995).

1. 5. 1. Ispitivanje vlazecéeg efekta kozmetickih proizvoda

Brojne neinvazivne metode razvijene su da bi se procenile razlicite
fizioloSke, patoloSke i adaptivne promene stanja koze (Heinrich i sar., 2003). U cilju
sprovodenja odgovarajuceg ispitivanja, pored neophodnog poznavanja nacina
rada, funkcionisanja, kao i ispravnog rukovanja sa uredajima koji se u ovu svrhu
koriste, od najvece je vaznosti obezbediti odgovarajuce uslove za merenje
parametara stanja koze (Berardesca, 1997; Fischer i sar., 2001; Heinrich i sar.,,
2003). Medu brojnim merenjima Kkojima se odreduje stanje koZe, odnosno

procenjuje vlaZeci efekat, mogu se izdvojiti tri najznacajnija:

1. Merenje vlaznosti ili hidratisanosti koze/stratum corneuma (SCH -

stratum corneum hidratacija) odnosno procena stepena SCH ima vaZnu ulogu u
karakterizaciji stanja koZe (Kligman, 1995). PosSto je suva koZa stanje koje se
najceS¢e primecuje, ne cudi Sto je vlaZeli efekat bio jedan od prvih, detaljno
proucenih aspekata delovanja kozmeti¢kih proizvoda. Tradicionalno, suva koZa se
ispitivala vizuelnom procenom koja je danas uglavnom potisnuta ili se koristi u

kombinaciji sa nekom od tehnika bioinZenjeringa (Byrne, 2010).

Komercijalno se koriste tri metode za procenu SCH, od kojih je prva
zasnovana na merenju kapacitivnosti (Corneometer), druga impedance (Nova Derm
Phase Meter), a tre¢a provodljivosti koZe (Skicon) (Heinrich i sar., 2003). Posebno
se istice metoda merenja kapacitivnosti i upotreba korneometra. Razlog za ovo su
visoka reproduktivnost dobijenih rezultata, lako rukovanje, kratko vreme merenja

i ekonomicnost (Distante i Berardesca, 1995; Loden i Lindberg, 1994).

Ova metoda se zasniva na merenju dielektricne konstante vode pomocu
sonde u povrSinskim slojevima SC-a koja iznosi 81, dok je za veéinu drugih

supstanci prisutnih u ovom sloju ova vrednost manja od 7. Dubina na kojoj se vrsi
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merenje je 10-20um, a vrednosti se izrazavaju u arbitrarnim jedinicama (tzv.

relativne korneometarske jedinice, eng. relative corneometric units, rcu).

2. Pored merenja SCH i merenje transepidermalnog gubitka vode (TEGV)

ima znacaja u proceni hidratiSu¢eg efekta (Hildebrandt i sar., 1998). TEGV
predstavlja pasivnu difuziju vode iz hidratisanih slojeva dermisa i epidermisa
prema slojevima sa niZim sadrzajem vode, superficijelnim slojevima SC-a (Fluhr i
sar.,, 2005; Verdier-Sevrain i Bonte, 2007). Generalno, izmedu SCH i TEGV
vrednosti postoji korelacija jer niske TEGV vrednosti (koje ukazuju na intaktnu
epidermalnu barijernu funkciju) odgovaraju normalnom stanju vlaZnosti gornjih
slojeva koZe (Fluhr i sar., 2001). Ipak, merenje TEGV je pre svega dobro poznata i
priznata metoda bioinZenjeringa za procenu propustljivosti/permeabilnosti koZne
barijere i na taj nacin njenog funkcionalnog stanja (Kuss i Diepgen, 1998; Darlenski
i sar, 2009). U slucaju osStecenja koZne barijere, koZa je manje efikasna u
zadrZavanju vode, zbog Cega se javlja povecanje vrednosti TEGV. Zbog Cinjenice da
postoji direktna korelacija izmedu TEGV i stepena naruSavanja kozne barijere,
merenje TEGV se smatra mo¢nom neinvazivnom tehnikom za utvrdivanje efekata
kozmeti¢kih i farmaceutskih preparata, hemikalija i spoljasnjih uslova na
epidermalnu barijernu funkciju (Sotoodian i Maibach, 2012). Danas je za merenje
TEGV dominantna primena metode sa tzv. otvorenom komorom uz upotrebu
uredaja kakvi su evaporimetar, tevametar i slicni koji su zasnovani na istom
principu rada (Imhof i sar., 2009). Sonda ovih uredaja ima dva para senzora koji

mere temperaturu i vlaZznost u dve tacke.

Automatskim preratunom uz primenu Fikovog zakona difuzije, koji
pokazuje koli¢inu koja se transportuje kroz definisanu povrSinu u jedinici
vremena, mikroprocesor na osnovu gradijenata temperature i vlazZnosti daje TEGV
vrednost, koja se uglavnom izrazava u g/m2/h (Darlenski i sar., 2009). Osnovni
nedostatak ovog merenja jeste cCinjenica da na njega mogu jako uticati
mikroklimatski faktori (temperatura i vlaznost) na povrSini koZe. Zbog toga
merenja moraju biti sprovedena u klimatizovanim prostorijama sa kontrolisanom

temperaturom vazduha i relativnom vlaZznos¢u, bez direktnog protoka vazduha na
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samom mestu ispitivanja (Rogiers, 2001). TEGV merenje nalazi znacajnu primenu i
u ispitivanju stepena iritacije koze (ispitivanju bezbednosti). Procena TEGV
vrednosti u bazalnim uslovima je dobar pokazatelj iritacionog potencijala i osetljiv
metod u proucavanju kompleksnog sindroma osetljive koZe (Smith i sar., 2004; Wu

isar., 2003; Seidenari i sar. 1998).

3. Stepen hidratacije SC-a uti¢e ne samo na elektri¢cne ve¢ i mehanicke
osobine SC-a (De Rigal i Leveque; 1985). Postoje brojne studije u kojima se tehnike
bioinZenjeringa koZe koriste za ispitivanje veze izmedu mehanickih osobina i
sadrZaja vode u epidermisu (Jemec i Serup, 1990; Murray i Wickett, 1996; Jemec i
Wulf, 1998; Bettinger i sar., 1999; Pedersen i Jemec; 1999). Ipak, merenje

elasti¢nosti, odnosno mehanickih svojstava koze nalazi najvecu primenu u proceni

efekata kozmetickih proizvoda namenjenih nezi zrele koze, koja se sa starenjem
opusta jer gubi elasticnost (Ahn i sar., 2007). Mehanicke osobine od znacaja su ne
samo pri upotrebi kozmetickih proizvoda, ve¢ i u klinickoj praksi: plasti¢noj

hirurgiji, dermatologiji i u etiologiji povrsinskih rana (Hendriks, 2001).

Mehanicke osobine koZe u proslosti su procenjivane palpacijom koja nije
davala kvantitativne rezultate, Sto je dovelo do razvoja instrumentalnih metoda
kojima se procenjuje elasticnost koZe. Uredaji koji se u tu svrhu Kkoriste izazivaju
merljive deformacije koZze pomocu torzije, sukcije i pritiska (Andreassi; 1995).
Primena sukcije je najceSce koriS¢ena tehnika za procenu mehanickih osobina koze
u kozmetickim i dermatoloskim ispitivanjima (Schlangen i sar. 2003). U
eksperimentima sukcije, koZza biva uvucCena u kruznu sondu pomocu pritiska i
tokom eksperimenta povlacenje koZe se konstantno meri upotrebom optickog
sistema aparata. Uredaj koji radi na ovom principu je kutometar (Slika 11) sa kojim
se sukcioni eksperimenti izvode relativno jednostavno i brzo (Rogrigues, 2001).
Sukcija koZe se uglavnom izvodi u tzv. ,vreme-uvlacenje“ modu gde se sukcija
ponavlja odredeni broj puta i uvlacenje se meri kao funkcija vremena. Ovakav
pristup omogucava merenje viskoelasti¢nih osobina koZe. Na ovaj nacin dobijaju se

krive zavisnosti deformacije koZe u vremenu (Slika 12).
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Slika 11. Princip rada kutometra

Prikazani parametri predstavljaju tzv. “klasi¢ne” apsolutne ili direktno

merene parametre koji se dobijaju u jednom ciklusu pod pritiskom:

e Ue predstavlja elasticnu deformaciju koZe usled stresa koji primenjuje uredaj i
predstavlja trenutno elasti¢no rastezanje.

e Uv je viskoelastitni odgovor koji se javlja posle elasticne deformacije i
predstavlja odloZeno viskoelasti¢no rastezanje.

e Ufje ukupna rastegljivost koze.

e Ur predstavlja trenutno skupljanje (povlacenje) koZe, odnosno oporavak
elasticne deformacije posle uklanjanja stresa.

e Uaje oporavak ukupne deformacije na kraju perioda bez stresa, dok je

¢ Rkoli¢ina deformacije koZe koja se nije oporavila do kraja perioda bez stresa.

Pored apsolutnih postoje i relativni ili preracunati parametri kao Sto su
Ua/Uf (ukupna elasticnost koze), Ur/Ue (iskljucivo elasticnost uz ignorisanje
viskoelasti¢nog rastezanja), Uv/Ue (odnos viskoelasti¢ne i elastiCne ekstenzije) i
Ur/Uf (odnos elasticnog oporavka i totalne deformacije). U zavisnosti od
primenjenog moda merenja i broja ponavljanja sukcija moguce je dobiti i druge

parametre (noviji softveri preracunavaju R parametre, nakon viSe sukcija).
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Slika 12. Deformacija koZe u vremenu

Veoma je vazno naglasiti da je kod ove metode, pored adekvatnog
rukovanja uredajem od posebnog znacaja postavljanje eksperimentalnih uslova
(vreme uvlacenja koZe, primenjeni pritisak, vreme izmedu dve sukcije, ukupan

broj ponavljanja) i poznavanje parametara koji se mogu dobiti.

Znacaj dobrog poznavanja dobijenih parametara i interpretacije rezultata
moZe lepo biti objasnjeno na primeru uticaja stepena hidratacije SC-a na
mehanicke osobine koZe. Ispitivanje odnosa SCH i mehanickih osobina pokazalo je
da korelacija postoji i da sa stepenom hidratacije direktno Kkoreliraju samo
Uv/Ue i Rg (Dobrev, 2000). Preporuka je da se u proceni hidratiSuceg efekta
kozmeti¢kih proizvoda upotrebom Kkutometra prate prethodno pomenuti

parametri.

37



2. CIL] ISTRAZIVANJA

Trendovi koje diktiraju kozmeticka industrij i sami korisnici/potrosaci, ali i
sve stroZziji propisi za kozmeticke proizvode, namecu obavezu formulisanja
kvalitetnih, bezbednih i efikasnih proizvoda, zadovoljavaju¢ih senzornih
karakteristika. Zbog duZine trajanja i cene senzornih studija, uz ¢injenicu da se
subjektivna ocena od strane ispitanika ne moze iskljuciti, znacajno je ispitati
mogucnost upotrebe instrumentalnih metoda ciji bi se rezultati mogli dovesti u

vezu sa senzornim osobinama kozmetickog proizvoda.

Kozmetologija kao nauka koja se veoma brzo razvija, fokusira svoju paznju
na razvoj novih, usavrSavanje poznatih, kao i ispitivanje mogu¢nosti kombinovanja
postojec¢ih metoda i tehnika koje bi pojednostavile postupak formulacije proizvoda
i karakterizacije novih sirovina, uz istovremeno obezbedivanje odgovarajuceg
kvaliteta, bezbednosti i efikasnosti kozmetickih proizvoda. Ispitivanja primene
novih APG emulgatora, odnosno podaci koji se odnose na rasvetljavanje koloidne
strukture nosaca sa ovim emulgatorima, kao i njihove bezbednosti i efikasnosti,

znacajno doprinose ispunjavanju prethodnih zahteva.

U skladu sa prethodnim navodima, ova doktorska disertacija imala je za cilj
da ispita mogucnost upotrebe instrumentalnih metoda (reoloSka i teksturna
merenja) u optimizaciji senzornih karakteristika dermokozmetickih emulzija za
vlaZenje koZe. Dodatno, cilj ovog istraZivanja bio je razvoj odgovarajuceg
senzornog panela koji bi u kombinaciji sa instrumentalnim merenjima predstavljao
standardizovani set ispitivanja koji bi se Kkoristio u razvoju formulacija i
optimizaciji karakteristika kozmetickih emulzija. Cilj ove doktorske disertacije je
bio i rasvetljavanje mezomorfnog ponasanja Cz20/C22 APG emulgatora dugog lanca
koji bi se koristio u razvoju novih emulzionih nosaca, koji bi ispunjavali zahteve u
pogledu stabilnosti, efikasnosti, bezbednosti i estetske prihvatljivosti kozmetickih
proizvoda za vlaZenje koZe. Takode, imala je za cilj ispitivanje tzv. kisleostabilnog

potencijala APG emulgatora, odnosno, mogu¢nosti formulisanja emulzija tipa U/V
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kao potencijalnih nosaca za kiseleh aktivne supstance, kao Sto su glikolna i salicilna

kiselina, sa kojima je problem formulisati stabilan emulzioni sistem.

Da bi ostvarili ove ciljeve, eksperimentalni rad u okviru doktorske

disertacije bio je podeljen u tri faze:

Ciljevi prve faze eksperimentalnog rada:

formulisanje model emulzija tipa V/U, sa odabranim emulgatorom (INCI:
diizostearil poliglicerol-3 dimer dilinoleat), za vlaZenje koZe koje bi posluZile
standardizaciji instrumentalnih i senzornih testova, odnosno postavljanju
modifikovane senzorne studije i uspostavljanju korelacija izmedu razlicitih
parametara instrumentalnih i senzornih ispitivanja. U tu svrhu, formulisana su
4 wuzorka V/U emulzija, uz variranje jedne komponente masne faze
(emolijensa), a sa kojima je sprovedena detaljna reoloska, teksturna i senzorna
analiza. U cilju boljeg razumevanja uticaja promene emolijensa na senzorne
osobine emulzije, sprovedena je i senzorna studija na upotrebljenim

komponetama masne faze, odnosno variranim emolijensima.

da se potvrdi uspeSnost formulisanja efikasnih vlaze¢ih kremova V/U tipa,
primenom metoda bioinZenjeringa koZe, sprovedeno je ispitivanje efekata
izradenih uzoraka. Dodatno, na ovaj nacin dobijeni rezultati (rezultati
efikasnosti) bice uporedeni za rezultatima senzorne studije, sa ciljem

ispitivanja njihove eventualne zavisnosti.

Ciljevi druge faze eksperimentalnog rada:

da se bolje ispitaju svojstva jednog od novijih APG emulgatora Montanov™202
(INCI: Arahidil i behenil alkohol i arahidil-glukozid), specificnog po najvecoj
duZini alkil lanca od trenutno prisutnih na trziStu, kao potencijalnog
stabilizatora U/V dermokozmetickih emulzija i njihov efekat vlazenja koZe. U
cilju ispitivanja potencijala Montanov™-a 202 za gradenje lamelarnih mezofaza,
kao i da bi se dobio dublji uvid u koloidnu strukturu, na serijama binarnih i
ternarnih sistema sa APG emulgatorom, sprovedena je obimna fizicCkohemijska
karakterizacija (mikroskopska analiza, difrakcija X-zraka pod malim i velikim
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uglom, reoloSka analiza, termalne metode). Dodatno, ispitan je bezbednosni
profil izradenih emulzionih sistema in vitro metodom ispitivanja

citotoksicnosti, upotrebom modela rekonstruisanog humanog epiderma.

da se na osnovu dobijenih rezultata odaberu optimalne koncentracije
ispitivanog emulgatora i emolijensa u masnoj fazi i formuliSu dermokozmeticke
emulzije U/V tipa (ternarni sistemi sa razliitim masnim fazama), koje bi se
pored ostalog ispitale i prethodnim setom standardizovanih instrumentalnih i
senzornih testova. Takode, sa ovim uzorcima Ce biti sprovedeno ispitivanje
njihovog vlaZeceg efekta (petocasovna kratkotrajna studija) primenom tehnika
bioinZenjeringa koZe, nakon ¢ega ¢e ovi rezultati biti uporedeni sa rezultatima
dobijenim pomoc¢u termalnih metoda. Na ovaj nacin e se proceniti moguénost

upotrebe termalnih metoda u predvidanju vlaZeceg efekta emulzionih sistema.

Ciljevi trece faze eksperimentalnog rada:

da se nakon druge faze, kroz koju bi se pokazala eventualna zadovoljavajuca
stabilnost, bezbednost i efekat vlazenja koze ispitivanih emulzija, formuliSe
pogodna dermokozmeticka emulzija tipa U/V. Ovaj emulzioni nosac¢ bice
formulisan na osnovu prethodno dobijenih rezultata, uz primenu uporednog

koncepta reoloske, teksturne i senzorne analize.

s obzirom na to da proizvodac ispitivanog emulgatora ne navodi podatke o
opsegu pH u kom je moguca upotreba njihove sirovine, kao i da nema
objavljenih ili saopStenih rezultata o upotrebi Montanov™-a 202 sa kiselim
aktivnim supstancama u ovom delu izvrSena je procena Kkiselostabilnog
potencijala i kompatibilnosti sa kiselim kozmeticki aktivnim supstancama ovog
APG emulgatora. Navedena ispitivanja bie sprovedena pracenjem
kompatibilnosti dve model supstance: salicilne kiseline - 2% (koja je
suspendovana u izradenom nosacu ili rastvorena u izopropil alkoholu pa
inkorporirana u krem) i glikolne kiseline (2% i 10% m/m) sa prethodno
formulisanim kremom, Kkroz ispitivanje fizickohemijske stabilnosti izradenih

uzoraka. Kremovi, koji ¢e se medusobno razlikovati samo u aktivnim
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supstancama (vrsti, koncentraciji ili nac¢inu inkorporiranja) bi¢e procenjeni
prethodnim setom standardizovanih instrumentalnih i senzornih testova, ¢ime
e pre svega biti ispitan uticaj aktivne supstance na senzorne osobine. Dodatno,
primenom tehnika bioinZenjeringa koZe bice ispitan kratkotrajni vlaZeci efekat
uzoraka kremova sa aktivnim supstancama; to ¢e omoguciti medusobno
poredenje efekata ispitivanih dermokozmetickih emulzija, a takode ¢e ovi
rezultati dobijeni in vivo metodama biti uporedeni sa rezultatima termalnih
metoda kojima je procenjen nacin distribucije vode u ispitivanim sistemima. Na
ovaj nacin €e se proceniti moguénost upotrebe termalnih metoda u predvidanju
vlaZzeCeg efekta na koZzi kozmetickih emulzija sa odabranim kozmeticki

aktivnim supstancama (glikolna i salicilna kiselina).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3. 1. Materijali i metode

3. 1. 1. Materijali

Za izradu model uzoraka V/U emulzija namenjenih vlaZenju koZe koriS¢ene

su sirovine prikazane u Tabeli 1.

U Tabeli 2, dat je pregled sirovina koris¢enih za izradu binarnih i ternarnih
sistema, kao i model U/V kremova, koji su izradeni kao potencijalni nosaci aktivnih
supstanci: glikolne kiseline (2% i 10% (m/m), Merck, Nemacka) i salicilne kiseline

(2% (m/m), Merck, Nemacka).

In vitro odredivanje citotoksi¢nosti sprovedeno je koriS¢enjem
rekonstruisanih ekvivalenata humane koZe (eng. skin construct, arteficial skin), koji
su dobijeni od humanih dermalnih fibroblasta (Cascade Biologics, Mansfield, Velika
Britanija), spontano transformisanih humanih epidermalnih ¢elija poreklom od
keratinocita odrasle osobe, u uslovima niskog sadrzaja kalcijuma pri poviSenoj
temperaturi (eng. Human adult, low Calcium, elevated Temperatire - HaCaT-cell
line) gajenih u kulturi prema modifikovanoj metodi (Winkler i Muller-Goymann,
2002; Hoffmann i Muller-Goyman, 2005). U studiji citotoksi¢nosti koris¢eni su i 3-
(4,5)-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid (MTT, Sigma, Steinheim,
Nemacka), natrijum dodecilsulfat (Acros, B-Geel, Belgija), izopropanol

(RiedeldeHaén, Seelze, Nemacka) i preciS¢ena voda (Ph. Eur. 7.0).

42



Tabela 1. Pregled supstanci kori$¢enih za izradu V/U emulzija

INCI naziv supstance Funkcija u
. ps! kozmetickom | Trgovacki naziv, proizvodac¢ | Kvalitet
srpski/engleski .
proizvodu
Diizostearil poliglicerol-3 dimer Primarni Isolan® PDI, Evonik Specifikacija
dilinoleat /Diisostearoyl emulgator Goldschmidt,Nemacka proizvodaca
polyglyceryl-3 dimer dilinoleate
Pcelinji vosak/Bees wax Emolijens, Spica, Italija Specifikacija
Regulator proizvodaca
konzistencije
Dimetikon/Dimethicone Emolijens Abil®100, Goldschmidt, Specifikacija
Nemacka i Dow Corning® 200 | proizvodaca
Fluid, 350 CST, Dow Corning,
SAD
Izopropil miristat/Isopropyl Emolijens Isopropyl Myristate NF XVII
Myristate Unichemcom, Austrija
Kaprilno/kaprinski trigliceridi Emolijens Saboderm TCC, Sabo S.P.A, Specifikacija
/Capric/caprylic triglycerides Italija proizvodata
Parafinsko ulje/Paraffinum Emolijens Paraffinum liquidum, BASF, Ph. Eur. 7.0
liquidum Nemacka
Izocetil palmitat/Isocetyl palmitate | Emolijens Tegosoft HP, Evonik Specifikacija
Goldschmidt GmbH, Nemacka | proizvodaca
Specijalno Maslinovo ulje/Special Emolijens Oliphyl MP 5058, Biophil, Specifikacija
Olive butter [talija proizvodaca
Glicerol/Glycerol Humektans BASF, Nemacka Ph. Eur. 7.0
Fenoksi etanol, metil paraben, etil Tecna Euxyl® K 300/Schiilke Mayr, Specifikacija
paraben, propil paraben, butil mesavina Nemacka proizvodaca
paraben, izobutil paraben konzervanasa
/Phenoxyethanol, methylparaben,
ethylparaben, propylparaben,
butylparaben, isobytilparaben
Magnezijum sulfat heptahidrat, Stabilizator Centrohem, Srbija Specifikacija
Magnesium sulphate heptahydrate proizvodaca
PreciS¢ena voda/Purified water Vodena faza Ph. Eur. 7.0
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Tabela 2. Pregled supstanci kori$¢enih za izradu binarnih i ternarnih sistema i model U/V

kremova
IGLG AT Trgovacki naziv,
INCI naziv supstance srpski/engleski kozmetickom 8 o ’ Kvalitet
. proizvodac
proizvodu
Arahidil glukozid i Arahidil i behenil Primarni Montanov™202, Specifikacija
alkohol/ Arachidyl glucoside&arachidyl emulgator Seppic, Francuska proizvodaca
behenyl alcohol
C14-22 alkoholi i C12-20 alkil glukozid/C14- | Primarni Montanov™L, Specifikacija
22 Alcohols & C12-20 Alkyl glucoside emulgator Seppic, Francuska proizvodaca
Kaprilno/kaprinski trigliceridi Emolijens Saboderm TCC, Sabo | Specifikacija
/Capric/caprylic triglycerides S.P.A, Italija proizvodaca
Avokadovo ulje/Avocado oil Emolijens Textron, Spanija Specifikacija
proizvodaca
Parafinsko ulje/ Paraffinum liquidum Emolijens Paraffinum Ph. Eur. 7.0
liquidum, BASF,
Nemacka
Beli pcelinji vosak/Bees wax Emolijens, Spica, Italija Specifikacija
Regulator proizvodaca
konzistencije
Dimetikon/Dimethicone Emolijens Dow Corning® 200 Specifikacija
Fluid, 350 CST, Dow | proizvodaca
Corning, SAD
[zopropil miristat/ Isopropyl Myristate Emolijens Isopropyl Myristate | NF XVII
Unichemcom,
Austrija
Glicerol/Glycerol Humektans BASF, Nemacka Ph. Eur. 7.0
Izopropil alkohol/Isopropyl alcohole Rastvarac Brenntag, Austrija Ph. Eur. 7.0
Fenoksi etanol, metil paraben, etil paraben, Tecna Euxyl® K Specifikacija
propil paraben, butil paraben, izobutil mesavina 300/Schiilke Mayr, proizvodaca
paraben /Phenoxyethanol, methylparaben, konzervanasa | Nemacka
ethylparaben, propylparaben, butylparaben,
isobytilparaben
Trietanolamin/Triethanolamine Sredstvo za TEA, Sigma, SAD USP 23
neutralizaciju
PreciS¢ena voda/Purified water Vodena faza Ph. Eur. 7.0
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3. 1. 2. Metode i oprema

I faza eksperimentalnog rada

3. 1. 2. 1. Formulacija, ispitivanje fizicke stabilnosti, procena uticaja promene
sastojka masne faze na senzorne, reoloske i teksturne osobine i ispitivanje

efikasnosti voda u ulju (V/U) emulzija namenjenih vlaZenju koze

Nakon pretrazivanja literature i na osnovu dostupnih podataka proizvodaca
kozmeti¢kih sirovina, formulisane su i izradene CcCetiri V/U emulzije sa
emulgatorom Isolan® PDI (INCI: Diizostearil poliglicerol-3 dimer dilinoleat), ¢iji su

sastavi i oznake prikazani u Tabeli 3.

U cilju procene njihove fizicke stabilnosti model uzoraka V/U emulzija,
sprovedena su slede¢a merenja: mikroskopska analiza (merenje veli¢ine kapi),
pracenje pH vrednosti, elektricne provodljivosti i reoloskih parametara u funkciji

vremena (3 meseca).

Uticaj promene sastojka masne faze (emolijensa) na strukturu emulzija
ispitan je reoloSkim (kontinualnim i oscilatornim) merenjima, teksturnom
analizom i senzornom procenom. Dodatno je u cilju Sto boljeg tumacenja dobijenih
rezultata i procene uticaja emolijenasa na senzorne Kkarakteristike emulzija

sprovedena i senzorna studija na variranim emolijensima.

Da bi se prethodno dobijeni rezultati uporedili i eventualno doveli u vezu sa
efikasnos¢éu uzoraka, efekti izradenih emulzija na kozi bili su ispitani tehnikama
bioinZenjeringa koZe: merenjem stepena hidratisanosti SC-a, TEGV, sadrZaja
povrsinskih lipida koZe i viskoelasti¢nosti koZe, u kratkotrajnoj jednocasovnoj i

dugotrajnoj sedmodnevnoj studiji.
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Tabela 3. Sastav ispitivanih V/U emulzija (% m/m)

Komponente Cm Ci Co Cd
giiliiznoosl'ie;cril poliglicerol-3 dimer 3,0 3,0 3,0 3,0
Pcelinji vosak 2,0 2,0 2,0 2,0
Dimetikon 100 1,0 1,0 1,0 1,0
[zopropil miristat 5,0 5,0 5,0 5,0
Kaprilno/kaprinski trigliceridi 6,0 6,0 6,0 6,0
Parafinsko ulje 6,0 - - -
[zocetil palmitat - 6,0 - -
Specijalno maslinovo ulje - - 6,0 -
Dimetikon 200/350 - - - 6,0
Glicerol 3,0 3,0 3,0 3,0
MgS04x7H20 2,0 2,0 2,0 2,0
Voda, preciS¢ena do 100,0 100,0 100,0 100,0

Cm uzorak sa parafinskim uljem, Ci sa izocetil palmitatom, Co sa specijalnim maslinovim uljem i Cd sa
dimetikonom

3.1. 2. 1. 1. Izrada V/U emulzija namenjenih vlaZenju koZe

Oprema: Rotaciona mesalica (Heidolph RZR 2020, Nemacka)

Svi uzorci pripremljeni su toplo-hladnim postupkom, kojim je nakon
rastvaranja glicerola, magnezijum-heptahidrata i konzervansa u preciS¢enoj vodi,
ova vodena faza dodavana u zagrejanu masnu fazu (zagrejana na 60°C) uz mesSanje
propelerskom rotacionom mesSalicom (1000 obrtaja (0)/min) do postizanja sobne

temperature.

Po izradi svi uzorci su odlagani na sobnoj temperaturi (20£1°C), u toku

nedelju dana, pre fizickohemijske karakterizacije.
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3. 1. 2. 1. 2. Procena fizicke stabilnosti V/U emulzija

Mikroskopska analiza

Oprema: Mikroskop Olympus_ BX 50, Olympus Optical Co., Ltd (Japan) sa
integrisanom DXC-151 SC Sony CCD kamerom

Uzorci su bili posmatrani mikroskopski, pod odgovarajué¢im uvelicanjem
(400 ili 1000 puta) u svetlosnom polju. Velicina kapi merena je upotrebom

softvera Microimage version 4.0 (Olympus).

Merenje pH vrednosti

Oprema: pH metar, Hanna instruments HI 9321, Portugalija

Merenje je izvedeno indirektno potenciometrijskom metodom prema
Pravilniku (Pravilnik o uslovima u pogledu zdravstvene ispravnosti predmeta
opSte upotrebe koji se mogu stavljati u promet, Sluzbeni list SFR] br. 26/83, 61/84,
56/86,50/89 i 18/91) u vodenom ekstraktu preparata (V/U emulzije). Ekstrakt je
pripremljen tako Sto se 5g uzorka zagrevalo sa 25 ml preciS¢ene vode na
temperaturi od 60°C u toku 10 min. Nakon hladenja vodeni sloj je dekantovan ili
filtriran i u njemu izmerena pH vrednost. Pre pocetka rada aparat je kalibrisan na
propisan nacin kalibracijom u dve tacke (upotrebom standardnih pufera pH 4,0

odnosno 7,0).
Merenje elektri¢ne provodljivosti
Oprema: Konduktometar CDM230 Meter Lab, Radiometer, Danska

U cilju odredivanja tipa emulzije i pracenja eventualnih promena fizicke
stabilnosti sprovedeno je merenje elektri¢ne provodljivosti direktnim uranjanjem
elektrode konduktometra u uzorke. Uredaj je pre pocetka rada kalibrisan 0,01M

rastvorom KCI.

Reoloska merenja

Oprema: HAAKE Rheostress RS600 ,Thermo Electron Corporation,

Nemacka
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U cilju procene fizicke stabilnosti na uzorcima su sprovedena kontinualna
reoloSka merenja primenom rotacionog reometra, uz KkoriS¢enje kupa-ploca
mernog sistema C60/1Ti (precnika 40 mm) na 20+0,1°C (u triplikatu). Primenjena
je procedura kontrolisane brzine smicanja, brzina je kontinuirano rasla od 0 do 40
s-1 — uzlazna kriva, bila konstantna na 40 s-1 i smanjivala se do 0 s'! - silazna kriva,

svaki korak trajao je 60 s.

[z dobijenih reograma i upotrebom matematickih modela, odredivane su
vrednosti minimalnog (Nmin) i maksimalnog (nNmax) prividnog viskoziteta kao i
histerezne povrSine, kao mere tiksotropije preparata (Korhonen i sar., 2005).

Analiza dobijenih rezultata obavljena je integrisanim softverskim paketom.

Rezultati su prikazani graficki i tabelarno.

3. 1. 2. 1. 3. Procena uticaja promene sastojka masne faze na senzorne, reoloske i

teksturne osobine V/U emulzija

Reoloska merenja

Oprema: HAAKE Rheostress RS600 ,Thermo Electron Corporation,

Nemacka

U cilju reoloske karakterizacije na uzorcima su sprovedena kontinualna i
oscilatorna reoloSka merenja primenom rotacionog reometra, uz koriS¢enje kupa-
plo¢a mernog sistema C60/1Ti (prectnika 40 mm) na sobnoj temperaturi od
20£0,1°C (u triplikatu). Da bi se ispitale moguénosti primene reoloSkih -
instrumentalnih merenja u proceni aplikativnih karakteristika uzoraka ona su
sprovedena, pored uobiCajenih merenja na sobnoj temperaturi i na temperaturi

koja odgovara temperaturi povrSine koze (32+0,1°C) (Siewert i sar., 2003).

Kontinualna reoloSska merenja sprovedena su primenom kontrolisane
brzine smicanja, slede¢e procedure: brzina je kontinuirano rasla od 0 do 40 s -
uzlazna kriva, bila konstantna na 40 s-1 i smanjivala se do 0 s-1- silazna kriva, svaki

korak trajao je 60 s. Kod uzorka sa specijalnim maslinovim uljem pri brzinama

48



smicanja veéim od 45 s javio se Weissenberg-ov efekat, a kod uzorka sa
dimetikonom iznad 80 s, $to je onemogucilo merenje pri veéim brzinama
smicanja za ove uzorke. Iz tog razloga, da bi svi uzorci bili mereni pod istim
uslovima brzina merenja nije prelazila 40 s1. Cross-ov model KkoriS¢en je u
matematic¢koj analizi dobijenih reograma, a sa ciljem dobijanja odgovarajucih

reoloskih parametara.

Oscilatornim merenjima ispitano je viskoelasticno ponasSanje uzoraka. Sa
ciliem odredivanja linearnog viskoelasticnog regiona i prinosnog napona
sprovedena su tzv. amplitudna oscilatorna merenja (eng. amplitude sweep), na
konstantnoj frekvenci od 1Hz u opsegu napona smicanja 0,01-100 Pa. Dodatno,
prinosni napon je odreden kao tacka u kojoj kriva zavisnosti faznog ugla od napona
smicanja menja nagib. Nakon $to je utvrden linearni viskoelasti¢ni region u kojem
reoloski parametri (elasticni modul G’, eng. storage modulus; viskozni modul G”,
eng. loss modulus; fazni ugao &) pokazuju konstantne vrednosti sproveden je
frekvencioni oscilatorni test (eng. frequency sweep) pri konstantnom naponu od 1

Pa i frekvencom u opsegu od 0 do 10 Hz.

Iz dobijenih reograma upotrebom matematickih modela odredene su
sledece vrednosti: minimalni i maksimalni prividni viskozitet, histerezna povrsina,
elasti¢ni i viskozni modul, kao i tangens faznog ugla (tand). Analiza dobijenih
rezultata sprovedena je koriS¢enjem integrisanog softverskog paketa Haake

Rheowin Software.

Rezultati su prikazani graficki i tabelarno.

Teksturna analiza

Oprema: Teksturni analizer TE32, Stable Micro Systems Ltd., Velika
Britanija

Teksturna analiza sprovedena je teksturnim analizerom uz koriSc¢enje
adekvatne metode i sonde (A/BE zadnji ekstruzioni prsten koga cine: nosac,
kontejner precnika 50 mm i kompresioni disk pre¢nika 45 mm) koju preporucuje
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proizvodac. Da bi se odredili teksturni parametri sonda penetrira u uzorak do
dubine od 25 mm brzinom od 2 mm/s. Da bi se ispitale moguénosti primene
teksturnih merenja u proceni aplikativnih Kkarakteristika uzoraka ona su
sprovedena, kao i prethodno opisana reoloska merenja, na sobnoj i na temperaturi
koja odgovara temperaturi povrSine koZe (20+0,1°C i 32+0,1°C). Svaki uzorak
analiziran je u triplikatu i za svaki parametar preracunate su srednje vrednosti. Na
osnovu rezultata dobijenih iz krive zavisnosti sile od vremena, karakteristicne za

teksturnu analizu (Slika 13), odredivane su dve grupe parametara:

e parametri povezani sa
tvrdotom  (eng. hardness): g A
¢vrstina (eng. firmness) kao (g) Fmax

Fmax  (pozitivni pik) i

konzistencija (eng.

consistency) kao S+ (povrsSina S+

ispod pozitivnog dela krive) i —

e parametri povezani sa G- Vreme (5)
adhezivnoscu: kohezivnost
(eng. cohesiveness) kao Fmin
(negativni pik) i indeks Emin

viskoziteta (eng. index of

viscosity) kao S- (povrSina

ispod negativne krive). Slika 13. Kriva zavisnosti sile od

vremena

Dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i graficki, a svi parametri izrazZeni

su kao pozitivne vrednosti.
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Senzorna procena

Trideset Zenskih ispitanika/panelista (22-35 god) ucestvovalo je u
senzornoj studiji, koja je osmisSljena sa ciljem procene odredenih senzornih
karakteristika ispitivanih uzoraka. Ucesnice su regrutovane iz grupe od 120
potrosaca kozmetickih proizvoda. Kandidati su izabrani na osnovu li¢nih
interesovanja i sposobnosti da ucestvuju u ovakvoj vrsti studije. Preciznije, odabir
je izvrSen na osnovu upitnika kojim je ocenjena sposobnost ispitanika da koriste
skalu odnosa i da interpretiraju i verbalizuju osecaje opisnim terminima. Kori$¢eni
upitnici i iskljuCujuci kriterijumi predloZeni su od strane ASTM - eng. American
Society for Testing and Materials, internacionalne organizacije koja postavlja
standarde u oblasti senzornih studija (ASTM Comittee E 1490-03. Standard, 2003).
Panelisti su najpre upoznati sa generalnim konceptom studije, a zatim im je
detaljno objasSnjena procedura testiranja, nacin izvodenja studije i senzorni
deskriptori/atributi. Tacnije, za svaki senzorni atribut demonstrirana je procedura
odredivanja uz detaljno objasnjenje datih definicije i skala/deskriptivnih termina.
Sve to je uradeno uz upotrebu standardnih materijala koji predstavljaju ekstreme

datih senzornih atributa.

Modifikovana senzorna studija sprovedena je sa ciljem ispitivanja
odabranih senzornih atributa Cetiri ispitivana uzorka Cm, Ci, Co i Cd. Studija je
sprovedena u laboratoriji sa odgovaraju¢om temperaturom, relativnom vlaznos$¢u
vazduha i adekvatnim osvetljenjem. Svaka grupa panelista procenjivala je
karakteristike uzoraka pre utrljavanja i tokom uzimanja, zatim tokom utrljavanja,
kao i osec¢aj nakon nanosenja. Procenjivaci su ocenjivali karakteristike upotrebom
unapred definisanih opisnih termina (DT - deskriptivni termini) ili struktuirane
(0-10) skale (S). Detaljan opis procenjivanih atributa dat je u Tabeli 4. U¢esnicima
je objasnjeno kako treba da manipuliSu uzorcima da bi u potpunosti procenili svaki
od atributa. Panelisti su procenjivali 4 uzorka smesStena u identicne plasti¢ne
kutijice obelezene trocifrenim brojevima. Rezultati su prikazani tabelarno i

graficki.
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Tabela 4. Opis atributa koris¢enih u senzornoj studiji

Faza Senzorni Opis
primene atribut P
Konzistencija Tecan/polucvrst (DT)
Siai Stepen sjaja proizvoda u kutijici - mat / biserno sjajan / blago sjajan /
1) sjajan / veoma sjajan (DT)
Pre- o " Kolic¢ina uzorka koja ostaje na kaziprstu posle kratkog kontakta (2
utrljavanjai Adhezija
sec) sa uzorkom u kutiji (S)
tokom
uzimanja iy Stepen u kom se uzorak razvlaci izmedu palca i kaziprsta - blago
Elasti¢nost -y -y oy
elastican / elasti¢an / veoma elasti¢an (DT)
Tekstura Utlvs.ak punoce (debljine) uzorka kada se protrlja izmedu palca i
kaziprsta (S)
- Povrsina koju uzorak prekrije tokom utrljavanja 8 puta kruznim
Rasprostiranje . -
pokretima na nadlanici (S)
. Stepen razmazivosti/klizavosti i topljenja uzorka tokom utrljavanja 2
Razmazivost . . .
puta kruZnim pokretima na nadlanici (S)
Lepliivost Stepen lepljivosti uzorka tokom nanoSenja - sila potrebna da se odvoji
Pl prst od koZe - nije lepljiv / blago lepljiv / lepljiv / veoma lepljiv (DT)
Tokom , Stepen gustine uzorka tokom utrljavanja - redak / blago gust / gust /
. . Gustina
utrljavanja veoma gust (DT)
. Stepen masnoce uzorka tokom utrljavanja - nije mastan / blago
Masnoca
mastan / mastan / veoma mastan (DT)
. Stepen u kom uzorak sija tokom utrljavanja - nije sjajan / blago sjajan
Sjaj o ..
/ sjajan / veoma sjajan (DT)
Upijanje Utisak o brzini apsorpcije uzorka u koZu - sporo / umereno / brzo
(DT)
Rezidualni film Kolicina rezidualnog filma koju ostavlja uzorak na kozi 10 minuta
nakon aplikacije - nema filma / umeren film / izrazen film (DT)
. Lepliivost Stepen lepljivosti koze 10 minuta nakon nanoSenja uzorka - nije
Osecaj Py lepljiva / blago lepljiva / lepljiva / veoma lepljiva (DT)
nakon
nanos$enja Masnoéa Stepen masnoce koze 10 minuta nakon nanoSenja uzorka - nije masna
/ blago masna / masna / veoma masna (DT)
Sjai Stepen sjaja koZe nakon utrljavanja uzorka - nije sjajna / blago sjajna

/ sjajna / veoma sjajna (DT)

DT - deskriptivni termin; S - skala

Senzorna procena emolijenasa

Cetiri emolijensa koja su varirana u ispitivanim formulacijama: parafinsko

ulje, izocetil palmitat, specijalno maslinovo ulje i dimetikon 200/350, procenjena
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su od strane 30 prethodno izabranih ispitanika. Procenjivana su sledeca cetiri

atributa emolijenasa (odgovarajuca 0-10 skala je struktuirana):

e rasprostiranje - predstavlja povrSinu koju emolijens prekrije tokom

utrljavanja 8 puta kruZnim pokretima na podlaktici,

e tekstura - utisak punoée emolijensa kada se protrlja izmedu palca i

kaziprsta,

e razmazivost - stepen razmazivosti/klizavosti i topljenja uzorka tokom

utrljavanja 2 puta kruZnim pokretima na nadlanici.

Rezultati su prikazani graficki i predstavljaju srednje vrednosti dobijenih

ocena za svaki atribut.

3. 1. 2. 1. 4. Ispitivanje efikasnosti V/U emulzija

In vivo ispitivanje efikasnosti

Oprema: Cutometer® MPA580 (sa integrisanim Corneometer® CM825 i

Sebumeter® SM815) i Tewameter® TM210 (Courage+Khazaka, Nemacka)

Da bi se ispitala efikasnost izradenih uzoraka sprovedene su kratkotrajna i
dugotrajna in vivo studija u kojima su, primenom tehnika bioinZenjeringa koZe,
praceni sledeci biofizicki parametri: TEGV, SCH, sadrzaj povrsinskih lipida (SL) i

elasti¢nost koze.
Protokol ispitivanja

Panel od 80 zdravih dobrovoljaca (prosecne starosti 26+3,1), bez istorije
dermatoloskih oboljena, sa normalnom do umereno suvom koZom (kod najmanje
50% dobrovoljaca inicijalna vrednost TEGV 2 12 g/mZ2/h) ucestvovalo je u studiji
koja je bila organizovana u dva dela. Kratkotrajna (1 h) i dugotrajna (7 dana)
studija sprovedene su sa uzorcima Cm, Ci, Co i Cd pod kontrolisanim uslovima
temperature (22+1°C) i relativne vlazZnosti (35£5%), nakon 30-ominutnog perioda

aklimatizacije. Tokom trajanja studije dobrovoljci nisu koristili druge kozmetice
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proizvode za negu na povrSinama koZe na kojima je sprovedeno ispitivanje
(nadlanica nedominantne Sake). Ispitanici su nasumi¢no podeljeni u cetiri grupe,
svaka grupa je ispitivala jednu kremu, a ispitivanje je sprovedeno u januaru. Svi
ispitanici zamoljeni su da sedam dana pre pocetka studije ne koriste bilo kakve
proizvode za negu na ispitivanim povrSinama koZe. Na ovaj nacin je dobijena

normalna do umereno suva koza.

Dizajn studije

Nakon inicijalnih merenja bazalnih (pocetnih) vrednosti TEGV, SCH, PL i
elasti¢nosti netretirane koZe na ispitivanu povrSinu koZe nanet je uzorak V/U
emulzije. Ispitivana povrsina bila je medijalna strana nadlanica nedominantne Sake
(Slika 14), na slici oznaCena crvenom
bojom, dok je lateralna strana nadlanice (na
slici oznacena plavom bojom) ostavljena

kao netretirana kontrola.

Slika 14. Shematski prikaz ispitivane povrsine:
mesto nanoSenja uzorka (crveno oznaceno

polje) i netretirana kontrola (plavo oznaceno

polje) na nadlanici.

Za potrebe kratkotrajne studije nakon jednog c¢asa ponovo su izmereni
parametri TEGV SCH i PL koji su pra¢eni u ovoj studiji. Dok su za potrebe
dugotrajne studije ispitanici bili u obavezi da nakon ove aplikacije sami nastave
nanoSenje uzorka dva puta dnevno, ujutro i uveCe, na definisanu povrsinu
nadlanice. Zavrsna merenja svih parametara koji su inicijalno mereni (TEGV, SCH,
PL i elasti¢nost koZe) u dugotrajnoj studiji sprovedena su nakon sedam dana, uz

napomenu da je izostavljena jutarnja aplikacija uzorka.

Merenja TEGV, SCH i PL sprovedena su u skladu sa nainom rada sa
korneometrom, sebumetrom i tevametrom, odnosno nacinom rukovanja sa
odgovaraju¢im sondama. Merenje viskoelasticnosti koZe je pored adekvatnog
rukovanja sondom sprovedeno u Modu 1 softvera kutometra, primenom slede¢ih
vrednosti relevantnih parametara: pritisak tokom sukcije - 400 mbar, vreme
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sukcije - 2 s, vreme relaksacije - 2 s, sa 3 ponavljanja. S obzirom na ¢injenicu da
direktno mereni parametri zavise od debljine koZe i eksperimentalnih uslova i da
se preracunati parametri Koriste u cilju smanjivanja ovih efekata dva parametra
koja se smatraju najkorisnijim u komparativnim studijama R2 i R5 su odabrana za

dalju analizu (Moddaresi i sar., 2009).

Statistika

Svi dobijeni podaci prikazani su kao srednje vrednosti * standardna
devijacija. Konacni rezultati in vivo merenja prikazani su ili kao procentne razlike u
vrednostima parametara u razli¢itim vremenskim tackama u odnosu na pocetne

vrednosti ili kao srednje vrednosti + standardna devijacija.

Poredenju svih rezultata prethodili su testovi ispitivanja normalnosti i
varijanse i kad god je to bilo moguce sprovedena je jednofaktorska ANOVA sa post-
hoc Tukey testom ukoliko je bilo potrebno. U slucaju da rezultati nisu pokazivali

normalnu distribuciju izvoden je neparametrijski Kruskal-Wallas-ov test.

Sve statisticke analize sprovedene su primenom SigmaStat 3.1 softverskog

paketa (Virginia, SAD), a nivo znacajnosti bio je p<0,05.
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11 faza eksperimentalnog rada

3. 1. 2. 2. Ispitivanje mehanizama stabilizacije, koloidne strukture i

bezbednosti emulzionih sistema sa APG emulgatorom - Montanov™ 202

Da bi se ispitala sposobnost Montanov-a™ 202 da stupa u liotropnu
interakciju sa vodom i uljanom fazom, kao i mehanizam stabilizacije i koloidna
struktura sistema na bazi ovog emulgatora, sprovedena je fizickohemijska

karakterizacija serije binarnih i ternarnih sistema sa njim.

Obimna fizickohemijska karakterizacija koja je bila sprovedena na binarnim
i ternarnim sistemina podrazumevala je: mikroskopsku analizu (svetlosna i
polarizaciona), difrakciju X-zraka pod malim (SAXD) i velikim (WAXD) uglom,
reolosku analizu (kontinualna i oscilatorna reologija), termalne metode
(diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija - DSC i termogravimetrijska analiza -
TGA). Dodatno je ispitan bezbednosni profil izradenih emulzionih sistema in vitro
metodom ispitivanja citotoksi¢nosti, upotrebom modela rekonstruisanog humanog

epiderma.

Da bi se procenio uticaj masnih faza, razli¢itih fizickohemijskih
karakteristika na specificnu strukturu, kao i uticaj istih na distribuciju vode unutar
sistema, na osnovu prethodnih ispitivanja formulisane su dermokozmeticke
emulzije U/V tipa, ternarni sistemi sa istim udelom razli¢itih masnih faza.
Formulisani model kremovi sa razli¢itim masnim fazama, pored ostalih metoda bili
su ispitani i prethodno standardizovanim setom instrumentalnih i senzornih
testova. Dodatno je sa ovim uzorcima sprovedena studija ispitivanja njihovog
vlaZzeteg efekta (petocasovna kratkotrajna studija) primenom tehnika
bioinZenjeringa koZe. Ovo ispitivanje imalo je za cilj procenu mogu¢nosti upotrebe
nekih nestandardnih tehnika, kao Sto je TGA, u predvidanju vlazeceg efekta

emulzionih sistema.
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3. 1. 2. 2. 1. Izrada binarnih i ternarnih sistema

Oprema: Magnetna mesalica IKA MAG (IKA, Nemacka); Rotaciona meSalica

(Heidolph RZR 2020, Nemacka)

Izradeni su binarni sistemi (B) emulgator/voda sa rastu¢im udelom
emulgatora i ternarni sistemi (T) sa rastu¢im udelom masne faze - trigliceridi
kaprilno-kaprinske Kkiseline, uz uporednu standardizaciju postupka izrade. U

Tabeli 5 dat je sastav i oznake ispitivanih binarnih, a u Tabeli 6 ternarnih sistema.

Tabela 5. Sastav i oznake ispitivanih binarnih sistema (% m/m)

Oznaka uzoraka

Sastojci

B1 B2 B3 B4 B5 B6
Emulgator 7,5 11,5 15 20 30 40
Voda 92,5 88,5 85 80 70 60

Binarni sistemi su pripremljeni zagrevanjem konzervisane vode i
emulgatora u zatvorenom staklenom sudu na 80°C, uz meSanje na konstantnoj
temperaturi (termostat grejna plo¢a magnetne mesalice i propelerska rotaciona
mesalica) u toku 1 min brzinom od 1000 o/min, a zatim jo$ 3 min na 500 o/min.
Zatim je uklonjena grejna ploc¢a, a meSanje je nastavljeno brzinom od 400 o/min do

postizanja sobne temperature.

Ternarni sistemi izradeni su sa fiksnim odnosom emulgator/voda (11,5 :
88,5 tj. 1 : 7,7) i rastu¢im udelom kaprilno-kaprinskih triglicerida od 5 do 30%

(m/m), zbog ¢ega su oznaceni T5mc, T10mc, T20mc i T30mc.

Ternarni sistemi su izradeni koriS¢enjem iste opreme, uz to da je masna
faza zagrejana na temperaturu od 80°C dodavana smeSi konzervisana
voda/emulgator na istoj temperaturi. Nakon ¢ega je sprovedena napred opisana

procedura mesanja.
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Tabela 6. Sastav i oznake ispitivanih ternarnih sistema (% m/m)

Oznaka uzoraka
Sastojci
T5 mc T10 mc T20 mc T30 mc
Emulgator 10,92 10,23 9,19 8,05
Masna faza 5,0 10,0 20,0 30,0
Voda 84,08 79,77 70,81 61,95

Postupak izrade je u procesu razvoja binarnih i ternarnih sistema
standardizovan jer sam proizvodac¢ nije davao preciznija uputstva za izradu
kremova sa ovim emulgatorom. Po izradi, svi uzorci su odlagani na sobnu

temperaturu (20£1°C) u toku nedelju dana pre fizickohemijske karakterizacije.

3. 1. 2. 2. 2. Fizickohemijska karakterizacija binarnih i ternarnih sistema

Mikroskopska analiza

Oprema: Mikroskop Carl Zeiss ApoTome Imager Z1 (Zeiss, Nemacka) sa
integrisanom digitalnom kamerom AxioCam ICc1 i AxioVision 4.6 kompjuterskim

softverom istog proizvodaca

Polarizaciona i svetlosna mikroskopija na wuzorcima sprovedena je
posmatranjem pod uvelicanjem 100, 200 i 400 puta u svetlosnom polju, kao i

izmedu ukrstenih polarizatora i analizatora uz primenu A-plocice.

Difrakcija X-zracenja pod malim uglom (SAXD)

Oprema: Poziciono-osetljiv detektor (Braun, Nemacka) sa generatorom X-
zraka PW-1730 (Philips, Nemacka) koji proizvodi X-zrake pomocu bakarne anode
(struja 25mA, A=0,154 nm, napon 40KkV)

Da bi se potvrdilo eventualno prisustvo lamelarnih te¢no-kristalnih faza na

uzorcima su sprovedena SAXD merenja. Uzorci polucvrste konzistencije
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pripremljeni su pritiskanjem izmedu dva sloja Capton folije (Krempel, Nemacka)
na debljinu od 1 mm uz istiskivanje mehuri¢a vazduha. Vreme izlaganja bilo je 300
S na sobnoj temperaturi. Iz difrakcionog ugla 6 izracunavano je rastojanje izmedu

dva sloja lamelarne faze d, u skladu sa Brag-ovim zakonom:
nd = 2dsing

Pri ¢emu je A talasna duZina X-zraka (0,154 nm), d je lamelarno rastojanje, a

0 ugao refleksije ili Brag-ov ugao.

Difrakcija X-zracenja pod velikim uglom (WAXD)

Oprema: Goniometar za sakupljanje X-zraka PW-1050/25 (Philips,
Nemacka), u kombinaciji sa linearnim brojacem punjenim ksenonom (Fuji, Japan) i
sa generatorom X-zraka PW-1730 (Philips, Nemacka) koji proizvodi X-zrake
pomocu bakarne anode (struja 25 mA, A=0,154 nm, napon 40 kV)

Da bi se dobile kompletne informacije o strukturi uzoraka, odnosno o tipu
uredenja kratkog opsega na odabranim uzorcima sprovedena su WAXD merenja.
Uz upotrebu prethodno navedene opreme dobijene su vrednosti difrakcionog ugla
0, iz kog je upotrebom Brag-ovog zakona preracunato intermolekularno rastojanje
d.

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

Oprema: Diferencijalni skenirajuc¢i kalorimetar Mettler DSC 820 (Mettler

Toledo, Nemacka); Analiticka vaga XP205 DeltaRange® (Mettler Toledo, Nemacka)

Da bi se procenili fazni tranzicioni fenomeni unutar uzoraka, kao i da bi se
dobili podaci 0 mezomorfnom ponaSanju i mehanizmima stabilizacije ispitivanog
emulgatora na izradenim binarnim i ternarnim sistemima sprovedena su DSC
merenja. Mala koli¢ina uzorka (izmedu 10 i 12 mg) precizno je odmerena u
aluminijumski lonc¢i¢ koji je hermeticki zatvoren. Kao referentni uzorak koris¢en je
prazan aluminijumski lon¢i¢. Uzorci su zagrevani u temperaturnom opsegu od
25°C do 120°C i brzinom promene od 2°C/min. Sva merenja su sprovedena u

duplikatu, a rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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Termogravimetrijska analiza (TGA)

Oprema: TGA uredaj Netzsch STA 409PG (Netzsch, Nemacka)

Da bi se ispitao nacin distribucije vode u ispitivanim uzorcima na njima je
sprovedena termogravimetrijska analiza. Merenja su sprovedena na taj nacin Sto
se mala koli¢ina uzorka smestena u otvoren aluminijumski lon¢i¢ zagrevala u TG
uredaju, u temperaturnom opsegu od 30-110°C, sa brzinom zagrevanja 5°C/min

(sva merenja ponovljena su dva puta). Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.

Reoloska merenja

Oprema: Reometar Rheolab MC 120, Paar Physica, Nemacka

Kontinualna reoloSka merenja sprovedena su na binarnim i ternarnim
uzorcima primenom rotacionog reometra, uz koriS¢enje kupa-ploCa mernog
sistema pod slede¢im uslovima: pre¢nik kupe 50 mm, ugao 1°, debljina mernog
uzorka 0,05 mm na temperaturi 20£1°C. Primenjena je procedura kontrolisane
brzine smicanja (brzina je rasla u opsegu 0-200 s-1, uzlazna kriva, i zatim nazad na
pocetnu vrednost, silazna kriva pri ¢emu je svaki stupanj trajao 120 s). Iz ovako
dobijenih reograma odredivane su vrednosti minimalnog (Nmin) i maksimalnog
(Mmax) prividnog viskoziteta kao i histerezne povrsine. Analiza dobijenih rezultata
obavljena je integrisanim softverskim paketom. Rezultati su prikazani tabelarno i
graficki.

Viskoelasticno ponaSanje ternarnih sistema proucavano je primenom
dinamickih (oscilatornih) merenja, upotrebom kupa-ploa mernog sistema
(pre¢nik kupe 75 mm, ugao 1°, debljina mernog uzorka 0,05 mm, na temperaturi
20%0,1°C). Da bi se utvrdio linearni viskoelasti¢ni region sproveden je amplitudni
test, pri konstantnoj frekvenci od 1 Hz i naponu smicanja od 0,5-100 Pa. Nakon
odredivanja ovog regiona sproveden je frekvencioni test u okviru linearnog
regiona od 0,1-10 Hz i pri konstantnom naponu (1 Pa). Na ovaj nacin dobijeni su
elasti¢ni (G") i viskozni (G”) moduli koji su od znacaja za tumacenje strukture

ispitivanih sistema.
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3. 1. 2. 2. 3. In vitro ispitivanje bezbednosti (iritacionog potencijala) izradenih

ternarnih sistema

In _vitro metod ispitivanja citotoksi¢nosti - model rekonstruisanog
humanog epiderma.

U cilju in vitro odredivanja iritacionog potencijala sprovedeno je ispitivanje
citotoksi¢nosti primenom modela rekonstruisane veStacke koZe, prema 42-bis
protokolu (ECVAM, 2009), dobijenog na prethodno opisan nacin. Kao parametar za
odredivanje potencijala za iritaciju koZe nakon lokalne aplikacije supstanci i
preparata koristi se vijabilnost celija (tj. citotoksi¢nost). U studiji je koriS¢en
modifikovan Mosman-ov metod, tzv. MTT test u kom se C(elijska vijabilnost
odreduje kao funkcija njihovog redoks potencijala, a kao marker koristi se MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) (Mosmann, 1983; Faller i
sar., 2002). Test se zasniva na bojenoj reakciji, preciznije, ¢elije kod kojih postoji
respiratorna mitohondrijalna aktivnost konvertuju Zuto obojen vodeni rastvor
markera u nerastvornu formazan so ljubicaste boje. Njen intenzitet se kvantifikuje
nakon ekstrakcije iz tretiranog rekonstruisanog tkiva i upravno je srazmeran
vijabilnosti c¢elija tj. obrnuto srazmeran toksicnosti i iritacionom potencijalu

agensa koji se ispituje.

Modeli vestacke koZe (MVK) uronjeni su u disperzije odabranih ternarnih
sistema (T5mc i T20mc) razli¢itih koncentracija: 0,25%, 2,5% i 25% (m/m). Kao
medijum za dispergovanje ispitivanih podloga koriS¢en je Krebs-Ringerov (KR)
pufer. VestaCke koZe uronjene u cist KR pufer (vijabilnost ¢elija 100%), odnosno
KR pufer sa 1% natrijum-laurilsulfata (NaLS) (vijabilnost celija 0%), koriS¢ene su
kao kontrola. Nakon 2 h inkubacije pod navedenim uslovima, MVK su isprani KR
puferom, a zatim im je dodato 900 pl minimalno suplementovanog bazalnog
medijuma (MSBM) i 100ul vodenog rastvora boje MTT (0,5%), pa inkubirano pri
37°C i 5% CO2 joS 2 sata. Supernatant je zatim dekantovan, a obojeni MVK
obezbojeni dodatkom 500yl liziraju¢eg rastvora koji sadrzi NaLS, hlorovodoni¢nu
kiselinu, vodu i izopropanol. Po 150ul ovako dobijenih rastvora prenoseno je u

pojedinacne otvore plocice za ocitavanje ELISA testa (aparat Multiskan Ascent

61



No354 ThermoLabsystems, Finska) i na 570 nm je odredivana apsorbanca ¢iji je
intenzitet u srazmeri sa vijabilnosc¢u cCelija rekonstruisane humane koZe. Rezultati

su prikazni kao srednja vrednost tri merenja.

Kvantitativna vijabilnost odredena je kao procenat negativne kontrole i
moze se Koristiti u cilju predvidanja iritacionog potencijala. Ukoliko je srednja
vijabilnost Celija manja ili jednaka 50%, supstanca odnosno, preparat se definise
kao lokalni iritans, u suprotnom se njen bezbednosni profil na koZi moze

okarakteristi kao povoljan (ECVAM, 2008).

3. 1. 2. 3. Procena uticaja razlicitih sastojaka masne faze na stabilnost,
strukturu, teksturne i senzorne osobine i efikasnost model kremova sa

emulgatorom Montanov™ 202

3. 1. 2. 3. 1. Izrada model kremova tipa ulje u vodi (U/V) sa razli¢itim sastavom

masnih faza

Oprema: Magnetna mesSalica IKA MAG (IKA, Nemacka); Rotaciona mesalica

(Heidolph RZR 2020, Nemacka)

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem binarnih, a zatim i ternarnih
sistema za dalju analizu odabrana su 3 model krema sa razli¢itim masnim fazama
Ciji su sastav i oznake prikazani u Tabeli 7. U ovim formulacijama sadrzaj
emulgatora bio je 10,92%, a masne faze 20%. Jednokomponentna masna faza
varirana je u ovim formulacijama pri ¢emu je pored sintetskog ulja, umerene
polarnosti - triglicerida kaprilno-kaprinske kiseline, koriS¢eno ulje umerene
polarnosti prirodnog porekla - avokadovo ulje i sintetsko nepolarno parafinsko

ulje.
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Tabela 7. Sastav i oznake ispitivanih model kremova (% m/m)

Oznaka uzorka
Sastojci

T20 mc T20 ao T20 Ip
Emulgator 10,92 10,92 10,929
Kaprilno-kaprinski trigliceridi 20 - -
Avokadovo ulje - 20 -
Parafinsko ulje - - 20
Voda 84,08 84,08 84,08

Model kremovi izradeni su prema prethodno opisanom, standardnom

postupku izrade ternarnih sistema.

3. 1. 2. 3. 2. Fizickohemijska karakterizacija model kremova

Fizickohemijska karakterizacija model kremova sprovedena je primenom
polarizacione mikroskopije, prac¢enjem pH vrednosti i elektri¢cne provodljivosti,
reoloskim merenjima i termalnom analizom. Sva merenja sprovedena su na isti
nacin i primenom istih metoda, opreme i uslova kao i u slucaju prethodno opisanih

sistema.

3. 1. 2. 3. 3. Procena uticaja promene sastava masne faze model kremova na

teksturne i senzorne osobine

[spitivanja su sprovedena u skladu sa postupkom i metodama opisanim u

odeljku 3. 1. 2. 1. 3.
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3. 1. 2. 3. 4. Ispitivanje vlaZeéeg efekta model kremova

Oprema: Cutometer® MPA580 (sa integrisanim Corneometer® CM825) i

Tewameter® TM210 (Courage+Khazaka, Nemacka)

Da bi se ispitao vlazeci efekat kremova sa razli¢itim masnim fazama u toku
odredenog vremenskog perioda sprovedena je kratkotrajna petocasovna in vivo
studija u kojoj je primenom tehnika bioinZenjeringa koZe pracen stepen

hidratisanosti SC-a (SCH) i TEGV.
Protokol studije

Panel od 25 zdravih dobrovoljaca (prosecne starosti 26+3,1), bez istorije
dermatoloskih oboljena, sa normalnom koZom ucestvovalo je u 5-oCasovnoj
kratkotrajnoj studiji. Studija je sprovedena sa uzorcima T20mc, T20ao i T20lp pod
kontrolisanim uslovima temperature (22+1°C) i relativne vlaznosti (35+5%),
nakon 30-ominutnog perioda aklimatizacije. Svi ispitanici zamoljeni su da dva dana
pre pocetka studije ne koriste bilo kakve proizvode za negu na volarnim stranama

podlaktice - ispitivanim povrSinama koZe.

Dizajn studije

Upotrebom kartonskih Sablona sa
otvorima definisane povrSine - 9 cm?
sprovedena su inicijalna merenja bazalnih
(pocetnih) vrednosti SCH i TEGV netretiranih
povrsina KkoZe. Ispitivana povrSina bila je
volarna strana podlaktica (Slika 15), na kojoj
su primenom Kartonskih Sablona oznacena 4

mesta ispitivanja (3 za aplikaciju proizvodai 1

kao netretirana kontrola). Na 3 mesta
predvidena za aplikaciju Slika 15. Volarne strane podlaktica. =~ uzoraka naneto je po

0,016g/cm? uzorka.

Merenja su ponovljena nakon 1, 2, 31 5 ¢asova.
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Rezultati su prikazani graficki.
Statistika

Svi podaci dobijeni su kao srednje vrednosti + standardna devijacija, a na

isti nacin su prikazani i dobijeni rezultati studije.

Poredenju svih rezultata prethodili su testovi ispitivanja normalnosti i
varijanse. U cilju poredenja sa rezultatima merenja u razli¢itim vremenskim
tackama sprovedena je jednofaktorska ANOVA sa post-hoc Tukey testom ukoliko je

bilo potrebno.

Sve statisticke analize sprovedene su primenom SigmaStat 3.1 softverskog

paketa (Virginia, SAD), a nivo znacajnosti bio je p<0,05.
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111 faza eksperimentalnog rada

3. 1. 2. 4. Razvoj formulacije dermokozmeti¢kih emulzionih nosaca tipa U/V sa

vlazeéim efektom uz emulgator Montanov™ 202

Nakon druge faze koja je pokazala da ispitivane emulzije imaju
zadovoljavajucu stabilnost, bezbednost i efikasnost formulisan je dermokozmeticki
emulzioni nosa¢ U/V tipa. U okviru ove faze ispitana je mogu¢nost inkorporiranja
dve model supstance: salicilne kiseline - 2% (suspendovane u izradenom nosacu i
prethodnim rastvaranjem u izopropil alkoholu pa inkorporiranjem u model
podlogu) i glikolne kiseline (u koncentraciji od 2 i 10%), kao i IPA, u prethodno
formulisan nosac. Ispitivanja su sprovedena procenom fizickohemijske stabilnosti
uzoraka (pra¢enjem reoloskih parametara, promena pH vrednosti i elektricne
provodljivosti uzoraka, mikroskopskom i termalnom analizom). Na ovaj nacin
ispitan je tzv. kiselostabilni potencijal meSanog APG emulgatora. Takode je ispitana
mogucnost inkorporiranja IPA, kao rastvaraca nekih kozmeticki aktivnih supstanci
(ovde salicilne kiseline), sto je obezbedilo dobijanje novih podataka o ponasanju
podloga sa ispitivanim emulgatorom pri dodatku IPA, odnosno njegovom uticaju

na koloidnu strukturu model podloge.

Dodatno, set standardizovanih instrumentalnih (reoloskih i teksturnih) i
senzornih testova primenjen je u ispitivanju izradenih dermokozmeti¢kih emulzija
namenjenih vlaZenju koZe sa aktivnim supstancama, ¢ime je pre svega bio ispitan
uticaj aktivne supstance na senzorne osobine. U ovom delu rada izvrSena je in vivo
procena efikasnosti odabranih emulzija sa ciljem poredenja efikasnosti uzoraka sa
aktivnim supstancama. Ovako dobijeni podaci o vlaze¢em efektu (in vivo metodom)
bi¢e iskoriS¢eni za poredenje sa rezultatima nacina distribucije vode unutar
ispitivanih sistema koji su dobijenim pomoc¢u TGA. Eventualne korelacije izmedu
dobijenih rezultata mogle bi da ukazuju na mogucnost primene termalnih metoda

u predvidanju in vivo vlazeceg efekta emulzionih sistema sa aktivnim supstancama.
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3. 1. 2. 4. 1. Izrada formulisanih dermokozmetickih emulzija tipa U/V

Oprema: Magnetna mesalica IKA MAG (IKA, Nemacka); Rotaciona meSalica

(Heidolph RZR 2020, Nemacka)

Inicijalno je izradeno sedam formulacija sa emulgatorom Montanov™ 202,
u kojima su varirani koemulgatori i komponente masne faze, medu kojima se na
osnovu polarizacionih mikrografija i organoleptickih osobina izdvojila formulacija
oznacena sa K sa kojim su nastavljena dalja ispitivanja. U Tabeli 8 je dat sastav i

oznake konac¢no formulisanih dermokozmetic¢kih emulzionih sistema.

Tabela 8. Sastav i oznake ispitivanih emulzija (%, m/m)

Oznaka uzorka

Sastojci

K Ki KG2% KG10% KSA KiSA
Arahidil glukozid i 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
arahidil i behenil alkohol
C14-22 alkoholi i C12-20 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
alkil glukozid
Kaprilno-kaprinski 20 20 20 20 20 20
trigliceridi
Pcelinji vosak 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Izopropil alkohol - 10,0 - - - 10,0
Glikolna kiselina - - 2,0 10,0 - -
Salicilna kiselina - - - - 2,0 2,0
Voda do 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
TEA q.s. qg.s. q.s. q.s

Emulzije su pripremljene na taj nacin Sto je precisS¢enoj vodi zagrejanoj do

80°C dodata zagrejana smeSa emulgatora, koemulgatora i masne faze (temeratura
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80°C) u zatvorenom staklenom sudu, uz mesSanje na konstantnoj temperaturi
(termostat grejna ploa magnetne mesalice i propelerska rotaciona mesalica) u
toku 1 min brzinom od 1000 o/min, a zatim jo$S 3 min na 500 o/min. Zatim je
uklonjena grejna plo¢a, a meSanje je nastavljeno brzinom od 400 o/min do
postizanja sobne temperature. Na temperaturi niZoj od 40°C u formulaciju Ki dodat

je izopropil alkohol (IPA), a u formulaciju KiSA rastvor salicilne kiseline u IPA.

Formulacije sa glikolnom kiselinom izradene su u odnosu na osnovnu
formulaciju (K) sa tom modifikacijom Sto je 70% rastvor glikolne kiseline dodavan
na temperaturi nizoj od 40°C. Uzorak po formulaciji KSA, izraden je kao i K sa
naknadnim ru¢nim suspendovanjem salicilne kiseline u podlogu. Rastvor

konzervansa je dodat u sve formulacije na temperaturi niZoj od 40°C.

3. 1. 2. 4. 2. Ispitivanje uticaja kiselih kozmeticki aktivnih supstanci i izopropil
alkohola na koloidnu strukturu, stabilnost i teksturne i senzorne karakteristike

dermokozmetickog model nosaca

Da bi se procenio uticaj kiselih aktivnih supstanci: glikolne i salicilne
kiseline, kao i rastvaraca nekih kozmeticki aktivnih supstanci IPA, sprovedena je
fizickohemijska karakterizacija formulacija K, KG2%, KG10%, Ki, KSA i KiSA
pracenjem pH vrednosti, elektricne provodljivosti i kontinualnih reoloskih
parametara. Pored ovih parametara koji su praceni u periodu od 60 dana
sprovedena je i mikroskopska analiza, DSC i TG merenja. Sve metode sprovedene

su na isti nacin i primenom iste opreme i uslova koji su prethodno opisani.

Teksturna i senzorna analiza sprovedene su na isti na¢in kao i u slucaju

ternarnih sistema.
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3. 1. 2. 4. 3. Ispitivanje efikasnosti dermokozmetickih emulzija U/V tipa

Oprema: Cutometer® MPAS80 (sa integrisanim Corneometer® CM825),
Tewameter® T™M210, Mexameter®MX18, Skin-pH-meter®PH900

(Courage+Khazaka, Nemacka)

Da bi se ispitao vlazZeci efekat dermokozmetickih emulzija u toku odredenog
vremenskog perioda sprovedena je kratkotrajna petocasovna in vivo studija u kojoj
je primenom tehnika bioinZenjeringa koZe pracen stepen hidratisanosti SC-a (SCH)
i TEGV. Da bi se procenila bezbednost, odnosno eventualna pojava moguéih
nezeljenih efekata, kao i uticaj kremova sa kiselim supstancama na pH koze

dodatno su praceni parametri eritema indeks (EI) i pH koze (pH).
Protokol studije

Panel od 20 zdravih dobrovoljaca (prosecne starosti 23+2,4), bez istorije
dermatoloskih oboljena, sa normalnom koZom je ucestvovao u 5-ocCasovnoj
kratkotrajnoj studiji. Studija je sprovedena sa uzorcima K, Ki, KG2, KG10, KSA i
KiSA pod Kkontrolisanim uslovima temperature (22+1°C) i relativne vlaznosti
(35£5%), nakon 30-ominutnog perioda aklimatizacije. Svi ispitanici zamoljeni su
da dva dana pre pocetka studije ne koriste bilo kakve proizvode za negu na

volarnim stranama podlaktice - ispitivanim povrSinama koZe.

Dizajn studije

Upotrebom kartonskih Sablona sa otvorima definisane povrSine - 9 cm?
sprovedena su inicijalna merenja bazalnih (pocetnih) vrednosti SCH, TEGV, EI i pH
netretiranih povrSina koZe. Ispitivana povrSina bila je volarna strana podlaktica
(Slika 15), na kojoj su primenom kartonskih Sablona oznacena 4 mesta ispitivanja
(3 za aplikaciju proizvoda i 1 kao netretirana kontrola). Na 3 mesta predvidena za
aplikaciju uzoraka naneto je po 0,016 g/cm?2 uzorka. Merenja su ponovljena nakon

1, 2,315 Casova. Rezultati su prikazani graficki.

Statistika
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Svi dobijeni podaci prikazani su kao srednje vrednosti * standardna
devijacija, dok su rezultati in vivo studije prikazani kao procentne razlike u
vrednostima parametara u razli¢itim vremenskim tackama u odnosu na pocetne

vrednosti ili kao srednje vrednosti sa odgovarajuéim standarnim devijacijama.

Poredenju svih rezultata prethodili su testovi ispitivanja normalnosti i
varijanse i kad god je to bilo moguce sprovedena je jednofaktorska ANOVA sa post-
hoc Tukey testom ukoliko je bilo potrebno. U slucaju da rezultati nisu pokazivali

normalnu distribuciju izvoden je neparametrijski Kruskal-Wallas-ov test.

Sve statisticke analize sprovedene su primenom SigmaStat 3.1 softverskog

paketa (Virginia, SAD), a nivo znacajnosti bio je p<0,05i p<0,001.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4. 1. Rezultati i diskusija I faze eksperimentalnog rada

4. 1. 1. Formulacija i procena fizicke stabilnosti V/U emulzija namenjenih

vlaZenju kozZe

Nakon literaturnih pretraZzivanja i izrade preliminarnih emulzija sa
razli¢itim koncentracijama emulgatora i razli¢itim lipofilnim koemulgatorima,
izabrane su formulacije sa 3% (m/m) V/U emulgatora (diizostearil poliglicerol-3
dimer dilinoleat) i 2% (m/m) pcelinjeg voska. Izradena su Cetiri model uzorka
krema (Tabela 6) u kojima je variran jedan sastojak masne faze u koncentraciji od
6% (m/m). Konzistencija svih uzoraka nakon izrade bila je polucvrsta, a uzorci sa
specijalnim maslinovim uljem (Co) i dimetikonom (Cd) bili primetno gusce
konzistencije i viskozniji od uzoraka sa parafinskim uljem (Cm) i izocetil

palmitatom (Ci).

Da bi se izvrsila procena fizicke stabilnosti izradenih emulzionih sistema,
poZeljno je izvoditi studije prirodnog starenja na kontrolisanoj sobnoj temperaturi,
u trajanju od tri meseca. Fizickohemijski parametri Cije se promene u toku
vremena skladiStenja uzoraka mogu uzeti kao relevantni pokazatelji fizicke
stabilnosti su: pH vrednost, elektricna provodljivost, veli¢ina kapi, distribucija
veliine kapi, reoloSki parametri (minimalni i maksimalni prividni viskozitet,
histerezna povrsina, elasti¢ni i viskozni modul i dr), kao i eventualne promene u
uzorcima tokom centrifugiranja (Vuleta i sar., 2012; Rieger, 1991). Procena fizicke
stabilnosti ispitivanih emulzija V/U tipa sprovedena je kroz reolosku
karakterizaciju (kontinualna reoloska merenja), mikroskopsku analizu i pracenjem
pH vrednosti i vrednosti elektricne provodljivosti uzoraka ¢uvanih na sobnoj

temperaturi (20+0,1°C), izmerenih nakon 7 kao i nakon 90 dana od izrade.

Na Slici 16 prikazane su svetlosne mikrografije ispitivanih uzoraka 7 dana

nakon izrade, dok mikrografije uzoraka nakon 90 dana zbog odusustva bilo kakvih
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promena nisu prikazane. Sprovedena mikroskopska analiza ukazuje na sli¢nost
mikrostrukture svih ispitivanih uzoraka, sto je i potvrdeno merenjem velicine kapi.
U Tabeli 9 je dat prikaz velic¢ine kapi (srednja vrednost prec¢nika kapi + standardna
devijacija) nakon 7 i nakon 90 dana cuvanja uzoraka. Sa aspekta procene fizicke
stabilnosti, odsustvo znacajnih promena u velicini kapi svih ispitivanih uzoraka,

kao i u izgledu mikrografija jedan je od pokazatelja preliminarne stabilnosti

ispitivanih emulzija.

Slika 16. Svetlosne mikrografije uzoraka 7 dana nakon izrade: a) Cm i b) Ci (400x
uvecanje - bar 20um) i c) Cd i Co (1000x uveéanje — bar 10pm)

Sa druge strane, mikrografije koje daju uvid u koloidnu strukturu
ispitivanih sistema, kao Sto je ve¢ spomenuto, ukazuju na slicnost mikrostrukture
uzoraka, Sto Ce biti od znacCaja u daljoj diskusiji rezultata dobijenih reoloskim,

teksturnim i senzornim merenjima.
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Rezultati merenja pH vrednosti kao i elektri¢ne provodljivosti prikazani su
u Tabeli 10. Merenja elektricne provodljivosti potvrdila su da su izradeni uzorci
emulzije V/U tipa. Odsustvo promena u vrednostima pH i elektri¢ne provodljivosti
ukazuje na zadovoljavaju¢u preliminarnu stabilnost ispitivanih emulzija. Treba
dodati da su izmerene pH vrednosti svih ispitivanih uzoraka bile u skladu sa
preporu¢enim vrednostima za dermokozmeticke prozvode, dakle, bliske
fizioloSkim vrednostima pH koZe (Loden, 2003; Pravilnik o uslovima u pogledu
zdravstvene ispravnosti predmeta opSte upotrebe koji se mogu stavljati u promet,

Sluzbeni list SFR] br. 26/83, 61/84, 56/86, 50/89 i 18/91).

Tabela 9. Velicina kapi ispitivanih uzoraka V/U emulzija

Uzorak Veli¢ina kapi (um) nakon 7 dana Veli¢ina kapi (um) nakon 90 dana
Cm 2,5+1,3 2,7¢1,5
Ci 3,5+0,7 3,9+0,6
Co 1,6+0,6 1,6+0,9
Cd 2,841,3 3,1+1,2

Kontinualna reoloska merenja sprovedena u ovom delu ispitivanja imala su
za cilj procenu fizicke stabilnosti i dobijeni rezultati su diskutovani samo sa tog
aspekta. Reoloska merenja, odnosno parametri dobijeni kontinualnim reoloskim
merenjima sprovode se kako sa ciljem dobijanja podataka o koloidnoj strukturi
emulzionih sistema, tako i podataka o njihovoj fizickoj stabilnosti (Tadros, 2004).
Kako emulzije predstavljaju termodinamicki nestabilne sisteme najznacajniji
faktor koji treba uzeti u obzir u tehnologiji emulzionih sistema je njihovo “starenje”
odnosono ponasanje u toku vremena, zbog Cega se reologija emulzija dominantno

fokusira na njen odnos sa stabilnoScu istih (Gallegos i Franco, 1999).
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Tabela 10. Vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti V/U emulzija 7 i 90* dana nakon izrade

Uzorak pH El. provodljivost (uS/cm) pH* El. provodljivost* (uS/cm)
Cm 6,45 0,123 6,19 0,003
Ci 6,54 0,028 6,42 0,023
Co 6,52 0,215 6,35 0,024
Cd 6,46 0,147 6,41 0,016

Krive proticanja koje pokazuju zavisnost napona smicanja od brzine
smicanja u razli¢itim vremenskim tackama veoma su znacajan pokazatelj
eventualnih promena u fizickoj stabilnosti emulzionih sistema. Na reogramima
V/U emulzija prikazanim na Slici 17 krive proticanja nakon 7 odnosno 90 dana od
izrade pokazuju da ni kod jednog uzorka nije bilo znacajnih promena reoloskih
parametara, odnosno u ponasanju uzoraka pod dejstvom spoljasnje sile (napon

smicanja).

Uporedni reogrami daju potpuniju sliku ispitivane fizicke stabilnosti i
zajedno sa prethodnim rezultatima ukazuju na zadovoljavaju¢u stabilnost

izradenih dermokozmetickih emulzija V/U tipa namenjenih vlazenju koze.

74



Mapon smicanja (Pa)

Mapon smicanja (Fa)

FO0 =

GO0

500 -

001 4

a) Cd

——nakon 7 dana

@ nakon 80 dana "
e bttt
-'.‘. .,....“"""""
.‘;,.-"’
o T

b) Co

00 b
-
200 4%
200
T
100 4 ‘b
r'l T T T T I:l 1 T T T T
0 10 20 an 40 Q 1) 20 A0 A0
250 ) Ci . d} Cm
: 250 4 o
£ ] ¥ it e
200 - '._"__',,..t".':::::l PP e *:;;_‘_:,-J‘
¥ i G
'H I"‘".‘-.‘ ‘l‘.,'._.-l'.;:‘a-"‘ll
o ¥
{5 : a— o
50 .lr‘"l..
o
I'.‘
ol
[ =
il _.__,J'
L
e
50-%
¥
»
0 T - - - - z T - - - - T
0 1 20 Al 40 20 39 40

Brzina smicanja (1/s)

Brzina smicanja (1/s)

Slika 17.
uzoraka a) Cd, b) Co, c¢) Cii d) Cm

nakon 7 i 90 dana od izrade

Uporedni  reogrami

75



4. 1. 2. Procena uticaja promene sastojka masne faze na senzorne, reoloske i

teksturne osobine V/U emulzija
4.1. 2. 1. Reoloska merenja

Dostupna literatura koja se bavi reoloskim osobinama emulzionih sistema
uglavnom ispituje uticaj emulgatora, stabilizatora, ugus¢ujuéih sredstava ili masne
faze razlicitog sastava na reolosko ponasanje (Marquez i Wagner, 2010; Sala i sar.
2007; Quintana i sar., 2002). U malom broju tih radova se dobijeni podaci na neki
nacin dovode u vezu sa prihvatljivos¢u proizvoda od strane korisnika, najceSce sa
aplikativnim, odnosno pojedinim senzornim osobinama. Zbog toga je bilo veoma
intersantno ispitati uticaj promene samo jednog sastojka masne faze na reoloske
osobine, kao i vezu izmedu reoloskih i drugih karakteristika emulzija, pre svega
teksturnih i senzornih. Odnosno, ispitati moguc¢nost upotrebe instrumentalnih

merenja u predvidanju senzornih karakteristika emulzija.

U ovom delu ispitivanja sprovedena su detaljna kontinualna i oscilatorna
reoloska merenja u ¢ijem fokusu je za razliku od prethodno sprovedenih merenja
(¢iji cilj je bio samo procena stabilnosti uzoraka) bila procena uticaja promene
sastojka masne faze na reoloske osobine i u tom smislu su i diskutovani prikazani

rezultati.

Kontinualna reoloSka merenja

Krive proticanja ispitivanih emulzija na sobnoj temperaturi (20°C)
prikazane su na Slici 18a. Da bi se dobilo viSe podataka koji bi mozda mogli bolje
da se povezu sa “realnim” uslovima primene kozmeti¢kih proizvoda reoloska
merenja u mirnom stanju sprovedena su i na temperaturi od 32°C, koja odgovara
temperaturi povrSine koze (Siewert i sar, 2003). Na slici 18b prikazani su uporedni
reogrami uzoraka na 20°C i 32°C (zbog slitnosti reograma uzoraka Ci i Cm, kao i Co

i Cd, a zbog bolje preglednosti prikazani su reogrami uzoraka Cd i Ci - Slika 18b).
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Slika 18. Krive proticanja ispitivanih emulzija na a) 20°Cib) 32°C
Izgled reograma, odnosno prisustvo histerezne povrsine potvrduje da su svi

uzorci pokazali vremenski zavisno - tiksotropno ponasanje (eng. shear-thinning).

Tiksotropno ponaSanje definiSe se kao vremenski zavisno smanjenje viskoziteta
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pri primeni sile na uzorak koji je prethodno bio u mirovanju (Mewis i Wagner
2009). Ovaj reoloski fenomen znacajan je u karakterizaciji polucvrstih sistema i
smatra se poZeljnim za preparate za koZu, jer smanjenje viskoziteta omogucéava
jednostavnu primenu proizvoda na kozi. Kao najceS¢i nacin kvantifikovanja

tiksotropije Koristi se metoda odredivanja histerezne povrsine (Lee i sar., 2009).

U Tabeli 11 su sumirane histerezne povrSine svih uzoraka dobijene na
razli¢itim temperaturama zajedno sa prikazanim procentnim smanjenjem ove
vrednosti (% smanjenja vrednosti histerezne povrSine dobijena pri 20°C u

poredenju sa vrednostima dobijenim na 32°C su preracunata).

Tabela 11. Histerezne povrsine (Pa/s) pri razli¢itim temperaturama i % promene

Uzorak 20°C 32°C % smanjenja na viSoj temperaturi
Cm 857+2 770+£10 10,1
Ci 869+9 749+12 13,8
Co 11030454 8719+71 20,9
Cd 6446%33 6400+39 0,7

Na osnovu prikazanih karakteristika pri proticanju ispitivani uzorci se
mogu podeliti u dve grupe. Prvu grupu €ine uzorci sa specijalnim maslinovim uljem
(Co) i dimetikonom (Cd), a drugu grupu ¢ine uzorci sa izocetil palmitatom (Ci) i
parafinskim uljem (Cm). Premda su uzorci Co i Cd pokazali slicno ponaSanje pri
proticanju, sa izraZzenom tiksotropijom i mnogo viSim vrednostima prinosnog
napona pri ispitivanim brzinama smicanja u odnosu na druga dva uzorka, ipak su
ocigledne razlike u krivama proticanja i vrednostima histereznih povrsina kod ova

dva krema.

Sa druge strane, kod uzoraka Ci i Cm tiksotropija je umerena, a vrednosti
prinosnog napona pri datim brzinama su niske. Dakle, reolosko ponasSanje ovih
uzoraka u mirnom stanju je skoro isto. Ovo ukazuje na mogucnost da jedan

emolijens bude zamenjen drugim (npr. da nepolarno parafinsko ulje bude
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zamenjeno izocetil palmitatom - uljem umerene polarnosti), a da pri tome ne dode
do promena u mikrostrukturi emulzije, odnosno da ne dode do promena kako u

stabilnosti tako i u odredenim aplikativnim karakteristikama uzoraka.

Pri merenjima sprovedenim na sobnoj temperaturi, dobijene su histerezne
povrsine sledeceg redosleda Co<Cd<<CixCm. Na osnovu ovoga moze se reci da su
se najintenzivnije strukturne promene pri primenjenoj brzini smicanja javile kod

uzorka sa specijalnim maslinovim uljem.

Prema Liju i saradnicima na tiksotropiju emulzionih sistema utice nekoliko
faktora, kao Sto su pH, temperatura, koncentracija polimera (ugus¢ivaca), promena
polimera kao i dodatak katjona i anjona (Lee i sar., 2009). NaSi rezultati su
potvrdili da promena sastava masne faze izaziva promene u tiksotropnom
ponasanju i stoga se komponente masne faze (emolijensi) mogu smatrati jednim

od faktora koji utice na tiksotropiju emulzije.

Kada su u pitanju rezultati dobijeni na temperaturi koZe (32+0,1°C), kao Sto
se i ocekivalo, dobijene krive proticanja pomerene su ka niZim vrednostima
prinosnog napona kroz ceo ispitivani opseg brzine smicanja (Slika 18b). Sto se tice

vrednosti histereznih povrsSina, smanjenje je bilo oCigledno za sve uzorke sem za

uzorak Cd (Tabela 11).

Uporedni reogrami na kojima su krive zavisnosti viskoziteta od brzine
smicanja (Slika 19) pokazuju da promena sastojka u masnoj fazi dovodi do
promene viskoziteta ispitivanih emulzija. Sa grafika se vidi da su sve ispitivane
emulzije pokazale pseudoplasticno ponasanje sa dva razli¢ita regiona, pri niskim
odnosno viSim vrednostima brzine smicanja (Slika 19). Intenzitet smanjenja
viskoziteta tj. gustine ispitivanih uzoraka na 20°C ima sledeé¢i redosled
Co<Cd<<Cm<Ci. Na temperaturi povrSine koZe smanjenje vrednosti viskoziteta

ima isti redosled.
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Slika 19. Zavisnost viskoziteta (uzlazna kriva) od brzine smicanja ispitivanih emulzija na

20°C

Sa dobijenim vrednostima prinosnih napona uzlaznih i silaznih kriva
sprovedena je linearna regresiona analiza u cilju procene stepena korelacije
odnosno sli¢nosti reoloskog ponasSanja pri proticanju ispitivanih sistema. Dobijeni
koeficijenti korelacije (R? vrednosti) prikazani su u Tabeli 12. U skladu sa
Cinjenicom da su sve dobijene R? vrednosti vece od 0,9 pri p<0,001 za sve
ispitivane uzorke moZe se re¢i da promena masne faze nije uticala na promenu
trenda kod krivih proticanja (odnosno promenu njihovog nagiba), $to navodi na
zakljuc¢ak da nije doslo do promene tipa proticanja. Rezultati linearne regresione
analize zajedno sa krivama proticanja (Slika 18a) ukazuju na to da je promena
masne faze dovela do pomeranja krivih (nagore ili nadole). Ovo se manifestuje kao
povecanje ili smanjenje prinosnog napona, odnosno prakti¢no kao uguscivanje ili
rasteCnjavanje sistema. Krive proticanja pokazuju da se gustina smanjuje slede¢im
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redosledom Co<Cd<<Cm<Ci. lako je promena masne faze dovela do promene u
gustini emulzija, a samim tim i do promena osobina koje su vezane za izgled i
uzimanje proizvoda iz ambalaZe, zbog toga Sto je oblik kriva proticanja ostao
prakti¢no isti, moZe se oCekivati da ¢e uzorci imati slicne osobine tokom primene

(kada emulzija pocne da tece).

Tabela 12. Rezultati linerane regresione analize za ispitivane V/U emulzije

Uzorak Co Ci Cm

cd 0,988, 0,994, 0,977, 0,974 0,977, 0,973,
Co - 0,968, 0,969; 0,967, 0,968,
Ci - - 1,000, 1,000,

« Dobijene R? vrednosti za uzlaznu krivu; 4 Dobijene R? vrednosti za silaznu krivu; p<0,001

Rezultati kontinualnih reoloskih merenja sami za sebe nisu dovoljni da se
donesu konac¢ni zaklju¢ci o sveukupnim Kkarakteristikama emulzija. Medutim,
izvesne diferencijacije izmedu formulacija mogu da se naprave i da se koriste kao
vodic u odredenim fazama preformulacije/formulacije proizvoda tipa kozmetickih

emulzija.

Dinamicka (oscilatorna) reoloska merenja

Da bi se sprovela merenja u linearnom viskoelasticnom regionu taj region je
potrebno prethodno odrediti, Sto se postiZe izvodenjem amplitudnog testa. Ovaj
test ima znacaja i kada je neophodno sprovesti karakterizaciju emulzija pri
uslovima u kojima dolazi do naruSavanja njihove strukture sa ciljem imitiranja

stvarnih uslova (npr. mesSanje i proticanje kroz sistem cevi).

Na Slici 20 su prikazani viskozni i elasti¢ni moduli u funkciji napona, a isprekidana
linija prikazuje linearni viskoelasti¢ni region najmanje viskoelasti¢nog uzorka sa
izocetil palmitatom Ci koji nije prelazio 3 Pa. Promena u sastavu masne faze
izazvala je ociglednije promene u elasti‘chom nego u viskoznom odgovoru
ispitivanih sistema.
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Slika 20. Elastic¢ni (G'- crni simboli) i viskozni (G” - beli simboli) moduli u funkciji

prinosnog napona ispitivanih emulzija

Nakon odredivanja lineranog viskoelasticnog regiona, sproveden je
frekvencioni test u kome ne dolazi do narusavanja strukture emulzija. Slika 21
pokazuje uticaj varijacije u sastavu masne faze na G’ i G” module, dok su u Tabeli
13 sumirani svi znacajni reoloski parametri dobijeni oscilatornim merenjima. Za
sve uzorke, vrednosti elasticnog modula bile su veée od vrednosti viskoznog
modula, Sto ukazuje na viSe izrazenu elasticnu komponentu ispitivanih sistema.
Dinamickim merenjima utvrden je poredak u smanjenju vrednosti G’ i G” modula
koji je identiCan poretku smanjenja ociglednih viskoziteta uzoraka, dobijen pri
merenjima u mirovanju. Primetno je da su razlike izmedu elasticnih modula
ispitivanih emulzija vece od razlika izmedu viskoznih modula, dok su vrednosti
tand (G”/G’) veoma sli¢ne (Slika 22). Najnizu vrednost tand imao je uzorak sa

dimetikonom koji se zbog toga moZe smatrati najelasti¢nijim kremom.
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Slika 21. Elastic¢ni (G’- crni simboli) i viskozni (G” - beli simboli) moduli ispitivanih

emulzija u funkciji frekvence

Ve¢ je reteno da se amplitudnim testom izvrSilo odredivanje
viskoelasticnog regiona, dodatno, ovo merenje je iskoriS¢eno za dobijanje
vrednosti prinosnih napona ispitivanih uzoraka. Pri vrednostima napona koji je
nizi od kriticnog (eng. critical stress) materijal se ponasa kao viskoelasti¢no ¢vrsto
telo, dok pri viSim vrednostima, iznad vrednosti prinosnog napona, materijal
pocinje da tece. Ovo je razlog Sto je vrednost prinosnog napona moguce odrediti sa
grafika zavisnosti tand od napona smicanja, kao tacku nakon koje dolazi do nagle

promene nagiba krive (Dapcevic i sar., 2008).
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Tabela 13. ReoloSki parametri emulzija dobijeni oscilatornim merenjima (pri 1Hz)

Uzorak G’ (Pa) G” (Pa) Tand
Cm 838+11 99,9+3,6 0,1192+0,0043
Ci 624+13 73,8+2,5 0,1183+0,0012
CoB 3046+51 190,1+15,7 0,0624+0,0081
Cd 2726+36 143,9+12,1 0,0528+0,0021

Promena u sastavu masne faze ispitivanih emulzija dovela je do promene
prinosnog napona (Tabela 13) i dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno

dobijenim rezultatima viskoznih i viskoelasti¢nih karakteristika model kremova.

Tako su, najviskozniji uzorci imali najvece elasticne module i prinosne
napone i ove vrednosti su se smanjivale sa smanjivanjem viskoziteta emulzija koji

je izazvan promenom masne faze.

Kompleksni viskozitet (Slika 22), koji je odreden unutar linearnog
viskoelasti¢nog regiona gde nije doslo do narusavanja strukture bio je ocekivano

visi od odgovarajuceg prividnog viskoziteta dobijenog u kontinualnim merenjima.

Na osnovu svih dobijenih reoloskih parametara (histerezna povrsina,
prividni viskozitet, prinosni napon, viskoelasti¢ni moduli) ispitivani uzorci mogu
biti podeljeni u dve, prethodno utvrdene, grupe (prva: Co i Cd uzorci; druga: Ci i
Cm uzorci). Male vrednosti histerezne povrsine, viskoziteta i prinosnog napona
ukazuju na lako nanoSenje i rasprostiranje uzoraka Ci i Cm, koji bi zbog toga
odgovarali za primenu na veéim povrSinama koZe, u odnosu na Cd i Co uzorke koji

moraju biti intezivnije utrljavani.
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Slika 22. Kompleksni viskozitet (crni simboli) i G”/G’ (beli simboli) u funkciji frekvence

(Hz)

ReoloSka merenja sprovedena na sobnoj i temperaturi koZe pokazala su,
kao Sto je i bilo ocekivano, da promena temperature dovodi do promena u
reoloskom ponasSanju uzoraka. Ipak, kada se posmatraju reoloske karakteristike
sva Cetiri uzorka i kada se napravi poredak medu njima, dobijamo isti poredak na
razli¢itim temperaturama. Zbog toga se moZe re¢i da su, u smislu poredenja
reoloskih osobina ispitivanih emulzija, dobijeni isti rezultati bez obzira na
temperaturu. Iz takvog nalaza proizilazi zaklju¢ak da se reoloSka merenja, koja se
sprovode sa ciljem diferencijacije emulzija u pogledu ponasanja pri aplikaciji,
mogu izvoditi na sobnoj temperaturi (bez potrebe izvodenja ovih merenja na

temperaturi povrsine koze).
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4, 1. 2. 2. Teksturna analiza

Sprovedena teksturna analiza imala je za cilj procenu uticaja promene
pojedinacnih sastojaka masne faze uzoraka V/U kremova na njihove teksturne
parametre. Dodatno je trebalo proceniti moguc¢nost primene ove veoma
jednostavne tehnike ispitivanja u predvidanju aplikativnih karakteristika emulzija,

ali i kao zamene za daleko sloZenija reolo$ka merenja.

Parametri dobijeni teksturometrom (na sobnoj temperaturi) prikazani su u
Tabeli 14. Primetno je da emulzija sa specijalnim maslinovim uljem ima najvece
vrednosti svih ispitivanih parametara, a prati je uzorak sa dimetikonom 200/350.
Uzorci sa izocetil palmitatom i parafinskim uljem imali su relativno slicne

vrednosti ¢vrstine (191,7 i 188,3) i kohezivnosti (114,71 115,5).

Tabela 14. Teksturni parametri ispitivanih V/U emulzija (sr. vrednostzst. devijacija)

Uzorak Cvrstina (g) Konzistencija (Ns) Kohezivnost (g) Indeks viskoziteta (Ns)
Cm 188,3+12,0 1253,2+44,4 115,6+5,8 987,1+25,8

Ci 191,7+36,1 1136,7+54,3 114,7+19,6 881,3+45,3

Co 686,7+97,6 4159,2+78,2 469,9+53,7 3607,1+83,9

Cd 342,6£11,9 2977,9+31,0 276,7+1,8 2587,4+13,2

Kao i na osnovu rezultata reoloSkih merenja i teksturni parametri
omogucavaju svrstavanje uzoraka u dve grupe. Poredak za sve teksturne
parametre je isti: Co<Cd<<CixCm Sto odgovara redosledu utvrdenom kod

dobijenih reoloskih parametara.

Na osnovu prethodno prikazanih rezultata reoloskih i teksturnih merenja,
izmedu parametara dobijenih ovim merenjima mogao se pretpostaviti linearan
odnos. Da bi se to ispitalo, dalje je analiziran stepen u kome ovi parametri
koreliraju. Sprovedena je linearna regresiona analiza i dobijeni rezultati su graficki
prikazani kao regresione krive (Slika 23) sa odgovaraju¢im Kkorelacionim

koeficijentima (r2).
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Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da histerezna povrsina dobro korelira
sa svim teksturnim parametrima (r2>0,9), a najbolje sa konzistencijom (r?=0,996,
p<002). Zatim, maksimalni i minimalni viskoziteti direktno koreliraju sa svim
teksturnim parametrima, a najbolje sa konzistencijom i kohezivnosc¢u; za
maksimalni viskozitet (r2=0,989, p<0,006) i minimalni viskozitet (r2=0,994,
p<0,003). Prinosni napon najbolje korelira sa kohezivnos¢u i indeksom viskoziteta
(r2=0,902 i r2=0,911, p<0,05). Viskozni modul dobro korelira sa svim teksturnim
parametrima, dok je =za elasticni modul najbolja korelacija dobijena sa
kohezivnoscu i indeksom viskoziteta (r2=0,945 i r2=0,952, p<0,05). Tané (G”/G’) je
u najmanjem stepenu korelirao sa tekturnim parametrima, a i stepen znacajnosti

ovih korelacija je bio najnizi (p<0,1).

Posebno treba naglasiti visok stepen korelacije izmedu teksturnih
parametara i prinosnog napona, s obzirom na c¢injenicu da kada je u pitanju
reolosko odredivanje prinosnog napona u stru¢noj javnosti postoje neslaganja i
polemike (Barnes, 1999). Prikazani rezultati ukazuju na moguénost izvodenja
veoma jednostavnih teksturnih merenja kao zamenu za neka reoloska merenja
poput odredivanja vrednosti maksimalnog i minimalnog viskoziteta, odnosno
prinosnog napona kod ispitivanih emulzija. Zatim, dobijeni rezultati ukazuju da
teksturna analiza moZe da se Kkoristi kao dovoljno osetljiva metoda u
karakterizaciji i poredenju polucvrstih sistema, odnosno njihovih mehanickih i
strukturnih osobina, ak i kada se sprovode male promene u formulaciji, kao Sto je

bio slucaj u ispitivanim model kremovima (promena jednog sastojka masne faze).

87



* L] L - L] Ll
% . . o . 5 -4 r %), B3
: ri=0994 r %= SEs ri=0958 r =0 911 r =i G52 r#=0384
§ ¥ - ) g ¥ - w
® L] - L ] )
= * - o & & - W T "-I-I:I.E!‘!
§ 3 reangse | o r *=0 939 : riaggss | | 7 rle0gst L reOBST | L . re0gss N
® . - - # "
% - - L - -
r ¥ BA
-
g rf=0am T Ral] 989 rf=0,994 rf=0 9032 r =il S48 r %0957
e ¥ b L - = L]
&
L]
E ¥ " - " L
=
=
~r r Fal 51
-
L] L]
T =0 37 r Yafl 848 r A=f) B57 r g, 63 radiraz |, 0 ree0ps3
e [ . - 4 -
& J
Higlerazna pourding  Maksimalni visiontat  Winimeel viskogitel  Prinosnl sapon Elpsticni sl Wiskazni madul

Slika 23. Odnos izmedu reoloskih i teksturnih parametara ispitivanih V/U emulzija
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Na Slici 24 graficki su prikazani rezultati teksturne analize dobijeni na
razli¢itim temperaturama, kao procentne promene ovih parametara. Vrednosti
teksturnih parametara su se smanjile na temperaturi povrsine koZe Sto se i moglo
oCekivati, u poredenju sa rezultatima na sobnoj tempereturi, a najznacajnije
smanjenje dobijeno je za ¢vrstinu kod svih emulzija, od 6% kod Cd uzorka do 47%

kod Ci.

Kao i kod reoloSke karakterizacije, merenja teksturnih parametara na
razli¢itim temperaturama ukazuju na rasteCnjavanje sistema na viSim
temperaturama, odnosno potrebu za stresom slabijeg intenziteta da bi sistem
proticao/deformisao se, te da je ova merenja dovoljno sprovoditi samo na sobnoj

temperaturi.
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Slika 24. Teksturni parametri prikazani kao procentno smanjenje teksturnih parametara

sa povetanjem temperature
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4. 1. 2. 3. Senzorna procena ispitivanih uzoraka V/U emulzija i emolijenasa u

njihovom sastavu

Kvantitativna deskriptivna analiza kozmeti¢kih proizvoda i sastojaka
obezbeduje detaljne, pouzdane i konzistentne podatke brojnih osobina proizvoda
(Parente i sar., 2010). Da bi se dobio kompletan senzorni profil, posebno kada je
reC o slicnim proizvodima, ova vrsta analize svakako je metoda izbora. Ipak,
Cinjenica je da su ovakve studije dugotrajne i skupe. Zbog toga bi za potrebe
poredenja nekoliko formulacija u toku razvoja kozmetickog proizvoda
pojednostavljena senzorna studija, u kombinaciji sa instrumentalnim merenjima
mogla obezbediti neophodne podatke. Upravo je ovakav pristup uz prethodno

sprovedena reoloska i teksturna merenja, ispitan u ovoj fazi studije.

Rezultati dobijeni za senzorne atribute ocenjene opisnim terminima (koji su
unapred definisani za svaki atribut - Tabela 4) prikazani su u Tabeli 15. PoSto su
svi ispitivani uzorci bili V/U emulzije koje se razlikuju u samo jednoj komponenti
masne faze, bilo je o¢ekivano da odredene senzorne karakteristike (kao Sto su sjaj,

masnoca, rezidualni film) budu sli¢ne.

[spitanici su obuceni da opiSu konzistenciju uzorka pre utrljavanja samo
kao "tecna" ili "polucvrsta" i kao rezultat svi uzorci su ocenjeni kao polucvrsti.
Pored ovog atributa jo$ jedan koji je procenjen od strane panelista, a povezan je sa
konzistencijom, je tekstura - senzorni atribut koji je procenjivan tokom faze
uzimanja proizvoda. NajviSu ocenu za teksturu dobio je uzorak Co sa specijalnim
maslinovim uljem (9,40+0,96) koji je pratio uzorak Cd sa dimetikonom 200/350
(8,66%1,36), zatim uzorak Ci sa izocetil palmitatom (6,46+0,90) i kona¢no uzorak
Cm sa parafinskim uljem (6,26+1,28). Samo izmedu uzoraka Cm i Ci nije bilo
statisticki znacajne razlike kada je re¢ o teksturi. Na Slici 25 su graficki

predstavljeni atributi za koje je koriS¢ena struktuirana skala.
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Tabela 15. Kvantitativni rezultati senzorne procene ispitivanih uzoraka - atributi za koje su koris¢eni opisni termini

Faz_a " Senzorni atribut Cm Ci Co Cd
aplikacije
Pre Konzistencija Svi uzorci opisani su kao polucvrsti
utrljavanja i . - - . . . . "
tokom Sjaj Sjajan Blago sjajan Biserno sjajan Biserno sjajan/mat
uzimama Elasti¢nost Blago elastican Elasti¢an Elastican Blago elastican
Lepljivost Nije lepljiv Nije lepljiv Veoma lepljiv Lepljiv
Gustina Blago gust Gust Veoma gust Gust

Tok.om . Masnoca Blago mastan Blago mastan Blago mastan Mastan
utrljavanja

Sjaj Sjajan Veoma sjajan Veoma sjajan Veoma sjajan

Upijanje Sporo Umereno Umereno Umereno
Rezidualni film Umeren film Umeren film Izrazen film Izrazen film
Osecaj Lepljivost Nije lepljiva Nije lepl].l.va/*blago Lepljiva Blago lepljiva
lepljiva

nakon
nanosenja Masnoéa Blago masna Blago masna Masna Masna

Sjaj Blago sjajna Blago sjajna Sjajna Sjajna

* Svaki prikazani atribut je opisan prikazanim terminom od strane viSe od 50% ispitanika, samo atributi oznaceni * su opisani sa dva termina

(svaki termin koriscen je vise od 35% od strane ispitanika)
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Slika 25. Rezultati senzorne studije ispitivanih uzoraka - atributi za koje je koriS¢ena

struktuirana skala

Uzorak Ci dobio je najvecu ocenu za razmazivost tokom utrljavanja
(9,60+0,82) i dobijena vrednost statisticki je bila ve¢a od vrednosti dobijenih za
uzorke Co (6,94+0,62) i Cd (8,02+1,02). Sto se ti¢e adhezije (pre utrljavanja) i
rasprostiranja (tokom utrljavanja) uzorak Cm dobio je najniZu ocenu, iako izmedu

ocena koje su dobili uzorci za ove atribute nije bilo statisticki znacajne razlike.

Rezultati senzorne karakterizacije emolijenasa mogu naci primenu u toku
razvoja proizvoda, tako Sto se odabirom emolijensa odredenih senzornih
karakteristika moZze uticati na senzorne karakteristike proizvoda (Pons-Guiraud,
2007). Na Slici 26 su prikazani rezultati senzorne procene 4 varirana emolijensa u
ovoj studiji i oni su u saglasnosti sa rezultatima senzorne procene ispitivanih
emulzija. Specijalno maslinovo ulje (emolijens u uzorku Co) dobilo je najviSu ocenu
za teksturu, a prati ga dimetikon (u Cd), zatim izocetil palmitat (u Ci) i parafinsko

ulje (u Cm) - isti redosled ocena je dobijen za teksturu odgovarajuc¢ih emulzija.
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Distribucija rezultata dobijenih za rasprostiranje emulzija odgovara distribuciji
rezultata za rasprostiranje emolijenasa. Kada je re¢ o razmazivosti, najviSom
ocenom ocenjen je izocetil palmitat, a najniZom specijalno maslinovo ulje; Sto je
opet u saglasnosti sa senzornom procenom razmazivosti uzoraka. Uzorak Co je
opisan kao veoma lepljiv i veoma gust tokom utrljavanja i ocenjen je najviSom
ocenom za teksturu. Ovo moZe biti objasnjeno inherentnom strukturom samo
emolijensa, s obzirom na to da je specijalno maslinovo ulje dobilo najvisu ocenu u

proceni teksture.

-

= B 3 = = E = 7 ¥
i if 3 i § iF i i i 1
T g =8 & F 3 E% % T iz 3
¥ 2 ¥ = E I % T : 0§ g
& : E =l = 3 S F
Razmazivost Hasprostianje Tekstura

Slika 26. Senzorna procena odabranih atributa emolijenasa (barovi) i podudarni atributi

odgovarajuc¢ih kremova (linije)

Dobijeni rezultati pokazuju da podaci dobijeni senzornom karakterizacijom
emolijenasa mogu biti iskoriS¢eni pri formulisanju kozmetickog proizvoda
unapred definisanih senzornih karakteristika ili u postupku preformulacije. U
slucaju razmazivosti i rasprostiranja kozmetickih proizvoda, atributa koji su od
najveceg znacaja za aplikaciju na velikim povrSinama koZe, zamena samo jednog
sastojka moze napraviti znacajnu razliku. Npr. postoje¢a krema za lice lako moZe
biti modifikovana u losion za telo samo zamenom jednog emolijensa drugim,

jednostavnim, odabirom emolijensa odgovarajuc¢ih senzornih karakteristika.
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Konac¢no, nakon prikazivanja rezultata uticaja promene masne faze na
reoloske, teksturne i senzorne karakteristike bilo je moguce izvrsiti i poredenje
rezultata dobijenih instrumentalnim merenjem (reolosko i teksturno) i senzorne

procene ispitanika.

Kao Sto je prikazano u delu 4. 1. 2. 1. (4. 1. 2. 1. Reoloska merenja)
sprovedena reoloSka merenja omogucila su dobijanje podataka o maksimalnom i
minimalnom viskozitetu (no and mnw), preraCunavanje histerezne povrSine,
odredivanje G’, G”, tand i prinosnog napona - to (svi rezultati su radi jednostavnijeg

pregleda sumirani i prikazani u Tabeli 16).

Tabela 16. Reoloski parametri ispitivanih V/U emulzija

Histerezna
Mo G’ (Pa) G (Pa) tand To(Pas)
povrsina (Pa/s)
Cm 857+2 1595+11 0,75+0,02 838+11 99,9+3,6 0,1192+0,0043 6,2+0,1
Ci 869+9 1294+21 0,66+0,03 624+13 73,8+2,5 0,1183+0,0012 8,0+0,1
Co 11030+54 4239+61 88,58+2,13 3046+51 190,1+15,7 0,0624+0,0081 17,0+0,3
Cd 644633 2875+28 59,82+0,91 2726+36 143,9+12,1 0,0528+0,0021 16,1+0,4

Uzorak Co imao je najveci no, kao i histereznu povrsinu i prinosni napon.
Prinosni naponi uzoraka Cd i Co su priblizne vrednosti, ali su vrednosti 1o i
histerezne povrsine uzorka Co bile niZe. Ocekivano je da kremovi sa velikim
vrednostima viskoziteta, a viskozitet je mera otpora sistema prema proticanju,
budu tesko razmazivi i lepljivi (Parente i sar., 2005). Ovo je potvrdeno senzornom
procenom, jer je uzorak Co najniZe ocenjen za atribute razmazivost i
rasprostiranje. Takode, uzorak Ci dobio je najvece ocene za ove atribute, a
vrednosti njegovog maksimalnog i minimalnog viskoziteta bile su najniZe.
Viskoelasticnost kremova vec¢ je prodiskutovana uz ponovni osvrt na €injenicu da
su kod svih uzoraka vrednosti elasticnog modula bar za jednu magnitudu vece od
vrednosti viskoznog modula, kao i da se Cd krem koji je imao najniZu vrednost tan§

moZe smatrati najelasti¢nijim.
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Na osnovu prethodnih rezultata senzorne procene u kombinaciji sa
reoloskim merenjima moZe se pretpostaviti da krema sa zadovoljavajuéim
osobinama pre (adhezija) i tokom utrljavanja (razmazivost i rasprostiranje) treba
da pokazuje nesSto vecu tiksotropiju (veca histerezna povrsina), nizak prinosni
napon i maksimalni viskozitet, dok G’ treba da bude bar jednu magnitudu veéi od
G”.

[lustrativni prikaz statisticki znacajnih korelacija (p<0,05) senzornih
atributa, reoloskih i teksturnih parametara dat je na Slici 27. Sa slike se vidi da
tekstura direktno korelira sa histereznom povrSinom, prinosnim naponom i
¢vrstinom. Razmazivost direktno korelira sa maksimalnim i minimalnim
viskozitetom, elasticnim i viskoznim modulom, konzistencijom, kohezivnos$¢u i

indeksom viskoziteta.

Premda su do sada studije pokazale da se odredeni senzorni atributi mogu
dovesti u vezu sa nekim reoloSkim i teksturnim osobinama (Park i Song, 2010),
korelacije dobijene u ovoj studiji pokazale su da se neki senzorni atributi (u ovom
slucaju tekstura i razmazivost) mogu predvideti instrumentalnim merenjima. Ovo
mozZe biti znacajno u uslovima kada senzornu studiju nije moguce izvesti. Ipak,
treba naglasiti da neke atribute (kao u ovoj studiji adheziju) nije moguce povezati
ni sa jednim teksturnim ili reoloSkim parametrom, tj. nije moguce uspostaviti bilo
kakvu korelaciju. Dodatno, postoje problemi u identifikovanju fizicke prirode nekih
senzornih atributa. Razlog ovome moZe biti ¢injenica da neki senzorni atributi
imaju snaZan uticaj na hedonijski odgovor, odnosno na uZivanje u odredenim
osobinama proizvoda. Ovaj hedonijski aspekt ¢esto ima za posledicu nelinearan
odnos izmedu senzornih atributa i drugih merljivih parametara, kao Sto su Kilcast i

Clegg (2002) vec objavili.
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Dakle, senzorni atributi koji zavise od fizickih karakteristika emulzije (t;j.
osobina pri proticanju) kojima se opisuje proizvod u fazi uzimanja i utrljavanja
mogu u odredenom stepenu biti predvideni instrumentalnim, odnosno reoloskim i
teksturnim merenjem. Tako odredivanje preliminarnog senzornog profila moze
biti pojednostavljeno nekim instrumentalnim merenjima, kao Sto su reoloska i

teksturna merenja.

Dobijeni rezultati prikazani za formulisane emulzije Cm, Ci, Co i Cd,
pokazuju da bi se samo na osnovu odgovarajucih reoloskih i teksturnih parametara
mogli formulisati proizvodi Zeljenih senzornih karakteristika. Ovakav kombinovani
pristup u formulisanju moZe ustedeti i vreme i novac i biti od pomo¢i u kompletnoj

karakterizaciji novog kozmetic¢kog proizvoda.
4. 1. 3. Efikasnost V/U emulzija

Kada su u pitanju senzorni atributi i efikasnost proizvoda, Wang i saradnici
(1999) pretpostavili su da bi zadovoljavaju¢i senzorni atributi proizvoda
namenjenog vlaZenju koZe mogli indirektno da uticu na efikasnost na taj nacin Sto
bi indukovali potrosace da koriste vece koli¢ine proizvoda. Njihova istraZivanja,
ipak su pokazala da je upotrebljena koli¢ina krema gotovo konstantna bez obzira
na njegovu prirodu i da bez obzira na pretpostavku vlazZeci efekat i senzorne

karakteristike nisu povezani.

Rezultati kratkotrajne in vivo studije za sve ispitivane V/U emulzije
prikazani su u Tabeli 17 kao srednje vrednosti + standardna devijacija i to bazalne
(inicijalno) izmerene vrednosti i vrednosti izmerene jedan sat nakon nanosSenja
uzoraka. Nakon sat vremena svi uzorci su doveli do povecanja vlaznosti koze
(SCH), ali su statisticki znacajno povecanje izazvali uzorci Cm, Ci i Cd. Za razliku od
vlaznosti, vrednosti TEGV nisu se znacajno menjale Sto ukazuje na odsustvo
naruSavanja koZne barijere. SadrZaj povrsinskih lipida bio je statisticki znacajno

povecan posle aplikacije sva 4 uzorka.
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Tabela 17. Vrednosti dobijene in vivo merenjima parametara koZe (TEGV, sadrzaj povrsinskih lipida i SCH), bazalne (inicijalne)

vrednosti i vrednosti merene nakon sat vremena

Stepen hidratacije SC-a (SCH)

Sadrzaj povrsinskih lipida

Transepidermalni gubitak vode (TEGV)

Uzorci i
Bazalna Bazalna
odgovarajuée Nakon 1 sata Nakon 1 sata Bazalna vrednost Nakon 1 sata
vrednost vrednost
netretirane kontrole
Cm 41,7+9,33 53,4+10,61* 2,0+£3,29 114,5+80,72%* 11,5+4,12 11,4+2,44
Cm con 43,4+10,28 40,3+10,08 1,8+2,29 6,9+6,52 12,2+4,16 11,8+3,38
Ci 44,9+7,95 55,4+9,54% 1,6+1,51 157,23+89,53* 13,9+4,59 13,5+3,38
Ci kon 42+7,11 48+10,5 2,5+2,18 4,7+2,82 14,1+5,99 15,7+4,76
Co 45,8+6,45 52,3+9,80 1,5+1,71 86,5+62,61* 12,9+4,50 10,3+2,18
CO kon 45,8+11,99 45,1+8,33 2,4+2,79 2,4+2,12 14,4+2,47 13,65+3,87
Cd 44,8+6,08 59,8+8,82* 2,2+1,86 130,8+52,3* 15,1+3,82 13,8+3,82
Cd kon 46,7+5,62 49,7+7,19 0,8+0,83 2,8%3,33 14,7+4,17 14,4+3,58

*Statistic¢ki znacajne razlike u odnosu na bazalnu vrednost (p<0,05)



Senzornom procenom uzorci sa specijalnim maslinovim uljem i
dimetikonom, Co i Cd, ocenjeni su najviSim ocenama (opisnim terminima) za
masnocu, sjaj i rezidualni film, ipak merenje sadrzaja povrsinskih lipida pokazalo

je najvece povecanje posle primene uzorka sa izocetil palmitatom Ci.

Sadrzaj sebuma na merenim mestima je prirodno veoma nizak, te se, razlike
u instrumentalnim merenjima mogu objasniti inherentnim razlikama medu
uzorcima (razli¢iti emolijensi) i na¢inom njihove apsorpcije na traci sebumetra.
Nakon 7 dana sadrzaj sebuma je bio nepromenjen u odnosu na inicijalna merenja.
Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da kremovi jutro pre merenja nisu aplikovani.
Dakle, povecanje sadrZaja sebuma posle aplikacije kremova (u 1-o¢asovnoj studiji)
je ocigledno posledica prisustva rezidualnog filma na povrSini koZe, a ne

eventualnog uticaja kremova na stvaranje sebuma.

Uticaj sedmodnevne primene ispitivanih uzoraka kremova na nivo vlaznosti
povrsinskih slojeva koze (SCH) i njenu barijernu funkciju (TEGV) prikazan je na
Slici 28. Svi uzorci doveli su do znacajnog povecanja SCH kako u poredenju sa
bazalnim vrednostima tako i u poredenju sa netretiranom kontrolom. Sto se ti¢e
uticaja na barijernu funciju koZe, primena svih uzoraka izazvala je trend smanjenja
TEGV u odnosu na bazalne vrednosti, a znacajno smanjenje izazvali su uzorci sa
maslinovim uljem (Cm) i dimetikonom (Cd), iako je Cm doveo do ve¢ih promena. U
poredenju sa netretiranim kontrolama na kojima ispitanicu nisu primenjivali
nikakve kozmeticke proizvode tokom studije (uz podsecanje na to da je studija
sprovedena u zimskom periodu) svi uzorci doveli su do statisticki znacajnog

povecanja SCH i smanjenja TEGV.

Kod odredenih ispitanika pojavila se kseroti¢na, gruba koza sa umerenim
perutanjem na netretiranim povrSinama. Ovo je svakako u vezi sa tzv. zimskom
kserozom, stanjem koje se javlja pod uticajem niske vlaznosti vazduha i hladnoce
(Byrne, 2010). Zbog toga je vazno naglasiti da su ispitivani kremovi sprecili

nastanak ovog stanja i stoga obezbedili odgovarajuc¢u negu i zastitu koZe.
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Kada su u pitanju biomehanicki parametri, R2 - ukupna elasti¢nost (eng.
gross elasticity) koja karakteriSe sveukupnu elasticnost koZe i R5 - mreZna
elasticnost (eng. net elasticity) koja je pokazatelj samo elasticne komponente
viskoelasti¢nog odgovora koZe, odabrani su za dalju analizu. Za ove parametre nije
bilo statisticki znacajne razlike izmedu posmatranih vremenskih tacaka. Ovo se
moZe objasniti pre svega Cinjenicom da su mladi ispitanici ucestvovali u studiji
(Moddaresi i sar., 2009) i, moguce, nedovoljno dugackim trajanjem ispitivanja da bi

se uocile, tj. nastale znacajne promene viskoelasti¢nih parametara koZe.

Rezultati ispitivanja in vivo efikasnosti izradenih dermokozmetickih V/U
emulzija namenjenih vlaZenju koZe pokazali su zadovoljavajuce i Zeljene efekte za
sve ispitivane uzorke tj. dobru hidrataciju koZe (povecanje SCH) bez narusavanja
stanja koZne barijere (smanjenje TEGV). Premda postoje izvesne, manje razlike u
prikazanoj efikasnosti, moze se zakljuciti da promena sastava masne faze
(emolijensa) nije dovela do znacajne promene u efikasnosti. Na osnovu svih
prikazanih rezultata kratkotrajne i dugotrajne studije, za uzorak Cm moglo bi se
reci da je pokazao najbolje performanse na kozi, a ipak, ovaj uzorak je u senzornoj
studiji sveukupno najniZe ocenjen. Jos jednom su rezultati senzorne in vivo studije
pokazali da objektivni efekti i odabrani senzorni atributi kozmetickih proizvoda

nisu povezani.
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4. 2. Rezultati i diskusija Il faze eksperimentalnog rada

4. 2. 1. Ispitivanje mehanizama stabilizacije, koloidne strukture i bezbednosti

emulzija sa APG emulgatorom - Montanov™ 202
4. 2. 1. 1. Mikroskopska analiza binarnih i ternarnih sistema

Da bi se ispitao stabilizacioni potencijal, kao i uticaj koncentracije
ispitivanog emulgatora na koloidnu strukturu binarnih sistema, sprovedena je
mikroskopska analiza. Mikrografije binarnih sistema snimljene su svetlosnim
(Slika 29) i polarizacionim mikroskopom (Slika 30) sedam dana nakon izrade, pri

uvelicanju 200 i 400 puta.

Na svetlosnim mikrografijama (Slika 29) jasno se uocava da povecanje
koncentracije emulgatora dovodi do ugus¢ivanja sistema, odnosno do povecanja
broja specifitnih struktura, za c¢ije je dalje tumacenje neophodno pogledati

polarizacione mikrografije.

Anizotropne strukture, koje se definiSu kao Malteski krstovi, vidljive na
polarizacionim mikrografijama (Slika 30), ukazuju na prisustvo lamelarnih
struktura, verovatno oba tipa, tj. lamelarne tecno-kristalne faze i a-gel kristalne
faze (Savic i sar., 2005; Fairhust i sar., 1998). Povecanje koncentracije emulgatora
dovelo je do povecanja u broju i veliCini anizotropnih struktura. Pri
koncentracijama emulgatora ve¢im od 20% (uzorci B5 i B6) ovo povecanje je
veoma znacajno. Dodatno, paZljivim posmatranjem polarizacionih mikrografija
ovih uzoraka, uocava se prisustvo kristala emulgatora, koje je kod binarnih sistema

ocekivano, s obzirom na povecanje koli¢ine emulgatora, a odsustvo masne faze.
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Slika 29. Svetlosne mikrografije binarnih sistema a) B1 (200x), b) B2 (200x). c) B3 (400x),
d) B4 (400x), e) B5 (200x) i f) B6 (400x)
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Slika 30. Polarizacione mikrografije binarnih sistema a) B1 (200x), b) B2 (400x). c) B3
(400x), d) B4 (400x), e) B5 (200x) i f) B6 (400x)
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Na Slici 31 predstavljene su polarizacione mikrografije ternarnih sistema, tj.
kremova sa rastu¢om koncentracijom uljane faze: 5, 10, 20 i 30% (m/m) kaprilno-

kaprinskih triglicerida (svaki uzorak prikazan je pri uveli¢anju 100 i 400 puta).

Dobijeni uzorci bili su vidljivo razli¢ite konzistencije i to: mekih kremova,
kakvi su bili uzorci TSmc i T10mc, odnosno gustih kremova (uzorci T20mc i
T30mc). Konzistencija kremova rasla je sa porastom koncentracije ulja, dok je
uzorak sa 30% masne faze pokazao i izvesnu nehomogenost - zapaZaju se vidljive
grudvice (T30 mc). Kod ternarnih sistema se uocavaju prethodno opisani Malteski
krstovi, ali i pojava dvostrukog prelamanja na ivici masnih kapi - anizotropnih
slojeva oko kapi ulja (tzv. onion rings), Sto se posebno jasno vidi na mikrografijama
veCeg uvelicanja (Slika 31 uveliCanje 400x). Povecanje u broju kapi koje su
rasporedene unutar kontinualne faze sa ostacima gelske mreze (Slika 31 uvelicanje
100x) ide u prilog organolepticki utvrdenom stanju, da sa poveéanjem
koncentracije ulja dolazi do povecanja viskoziteta sistema. Mikrografije ukazuju na
to da u prisustvu masne faze ispitivani emulgator daje sisteme stabilizovane
lamelarnom fazom, kao i da se sa povecanjem Kkoli¢cine masne faze od 5 do 20%
povecava broj i veli¢ina karakteristicnih anizotropnih struktura. Dalje povecanje
koncentracije masne faze na 30% (T30mc, Slika 31d) ne dovodi do znacajnih

promena u izgledu mikrografija u poredenju sa uzorkom sa 20% masne faze

(T20mc, Slika 31c).
4. 2. 1. 2. Rezultati WAXD i SAXD merenja binarnih i ternarnih sistema

Polarizacione mikrografije su iskoriS¢ene za detekciju i potvrdu specifi¢nih
lamelarnih mezofaza, kao prvi i uobicajeni korak u ovakvoj vrsti studija (Zetzl i
sar., 2009), ali za pouzdaniji uvid i identifikaciju ovih specificnih faza sprovedena
su WAXD i SAXD merenja. Naime, Cinjenica je da difrakcione karakteristike
ugljovodonic¢nih lanaca u a-kristalnoj gel fazi (LB) predstavlja prisustvo oStrog
pika koji se pojavljuje na 0,41-0,42 nm i dodatne interferencije u SAXD regionu

ukazujudi na prisustvo lamelarne te¢no-kristalne faze (Fairhursti sar., 1998).
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Slika 31. Polarizacione mikrografije ternarnih uzoraka (velika slika uvelicanje 400x, mala slika uveli¢anje 100x): a) T5mc, b) T10mc, c) T20mc

ic) T30mc
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Pojavljivanje jedne oStre refleksije na 0,415 nm na WAXD difraktogramima
(Slika 32) potvrduje prisustvo a-kristalne gel faze i kod binarnih i kod ternarnih

sistema.

Ocekivano, intenzitet interferencije povetavao se sa povecanjem
koncentracije emulgatora u binarnim sistemima (Slika 32a i 32b), dok je kod
ternarnih sistema primetno smanjenje intenziteta sa povecanjem koncentracije

ulja (Slika 32c).

Dodatno, kod svih uzoraka pojavljuje se difuzni halo-prsten u WAXD
spektru sa jednim pikom na 0,45 nm. Ovim dobijeni rezultati difrakcije X-zraka pod
velikim uglom potvrduju to da je pored dominantne lamelarne a-gel kristalne faze

(LB) kod ispitivanih sistema prisutna i lamelarna te¢no-kristalna faza (La).
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Slika 32. a) WAXD difraktogram uzorka B2; b) WAXD difraktogram uzorka B6; c) WAXD

difraktogram uzoraka T5mc i T20mc; d) SAXD difraktogram binarnih i ternarnih sistema
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Dobijeni WAXD rezultati podrzani su kasnije sprovedenim SAXD merenjima
(Slika 32d). Difrakcija X-zraka pod malim uglom potvrdila je prisustvo jasno
uredenih struktura koje sadrZe lamele sa dobro definisanim meduslojnim
rastojanjem, tj. oStre refleksije u odnosu d:d/2:d/3, Sto je karakteristika lamelarne

te¢no-kristalne faze.
4. 2. 1. 3. Termalna analiza binarnih i ternarnih sistema

Termalne metode - termogravimetrijska analiza (TGA) i diferencijalna
skeniraju¢a kalorimetrija (DSC) imaju Siroku primenu u ispitivanju disperznih
sistema. Fenomeni transfera mase prilikom hladenja i/ili zagrevanja koji se ovim
metodama proucavaju mogu se iskoristiti za dobijanje brojnih podataka; s jedne
strane, onih podataka koji se odnose na stabilnost, a sa druge, onih koji se odnose
na fizickohemijske karakteristike emulzija (Clausse, 2010; Clausse i sar. 2005;
Schwarz i Pfeffer, 1997). DSC tehnika kao metoda izbora kada se ispituju fazne
tranzicije u koloidnim sistemima, nalazi ¢estu primenu u studijama koje se bave
razli¢itim lipidima i smesama lipida, vode i surfaktanata (Zetzl i sar., 2009; Goetz i
El-AAsser., 1990). Na osnovu ovoga, jasno je zaSto je oCekivano da se primenom
DSC tehnike mogu dobiti znacajni podaci o emulzionim sistemima stabilizovanim
APG emulgatorima, posebno kada taj emulgator sadrzi masne alkohole dugog
lanca. S druge strane, TG analiza moZe se Koristiti u proucavanju mehanizama
vezivanja vode i daljoj strukturnoj analizi (Csizmzia i sar., 2010). Kada je rec¢ o
klasi¢nim emulzijama, nacin distribucije vode je od posebnog znacaja, zbog toga
Sto slobodna (eng. bulk) voda isparava ubrzo nakon primene, dok je
interlamelarnoj (vezanoj) vodi potrebno odredeno vreme da se oslobodi iz sistema
(Peramal i sar., 1997). TGA bi time mogla da doprinese istraZivanju mezomorfnog
ponasanja APG emulgatora i proceni vlazeCeg kapaciteta emulzija sa ispitivanim

APG emulgatorom.

U skladu sa prethodnim, DSC merenja omogucila su pracenje fenomena
promene mase u emulzijama tokom zagrevanja. Tacke topljenja i promene

entalpije su procenjene sa ciljem odredivanja tipa dobijenih mezofaza i sa ciljem

108



poredenja faznih promena koje se desavaju u ispitivanim uzorcima. Kod binarnih
sistema ispitivan je uticaj koncentracije emulgatora na pojavu odredenih mezofaza,
odnosno opseg koncentracije emulgatora koji je neophodan da bi se konac¢no
dobila emulzija zadovoljavajuce polucvrste konzistencije. Kod ternarnih sistema,

na ovaj nacin, procenjen je uticaj koncentracije masne faze na koloidnu strukturu.

Termalno ponaSanje Cistog emulgatora i binarnih sistema prikazano je na
Slici 33 (Slika 33a). Cist emulgator karakteri$u tri izraZena pika sa ukupnim
entalpijama 787,2 mJ/mg, 1608,1 m]/mg i 205,4 m]/mg, respektivno. Kako su
tacke topljenja arahidil i behenil alkohola u opsegu 64-66°C, odnosno 68-72°C,
drugi Siroki endotermni pik bi mogao da odgovara tranziciji odnosno topljenju
slobodnog alkohola. Trec¢i, manji i oStriji pik mogao bi biti znak topljenja smeSe
alkil poliglukozida, surfaktantne komponente meSanog emulgatora, dok bi prvi pik
mogao da bude pokazatelj -« tranzicije slobodnih (arahidil i behenil) alkohola na

42,5°C (Goetz i El-Aasser, 1990).

Kada je re¢ o binarnim sistemima njihovi DSC termogrami pokazuju samo
jedan Siroki endotermni pik, koji pored toga Sto se sa povecanjem koncentracije
emulgatora pomera ka ve¢im promenama entalpije (Tabela 18) ujedno se pomera i
ka veéim temperaturama (Slika 33a). Prema Savic i sar. (2005), strukture
formirane kao rezultat inkorporiranja vode izmedu lipidnih lamela (dvoslojeva)

kompleksnog sastava mogu da modifikuju fazno ponasanje na ovaj nacin.

Velika koli¢ina aktivacione energije potrebna za topljenje binarnih sistema
kada se razmatra u kombinacija sa dobijenim rezultatima polarizacione
mikroskopije, WAXD i SAXD merenja moZe biti objasnjenja formiranjem
kompleksne lamelarne faze koja se satoji od oba tipa, te¢no-kristalne i gel-kristalne
mezofaze. Dodatno, DSC profili binarnih sistema (B1-B5) na kojima se uocava
odsustvo [3-a tranzicije ukazuju na to da se alkil lanci masnih alkohola u binarnim
sistemima na sobnoj temperaturi nalaze u a-kristalnoj formi (Goetz i El-Aassar,
1990). DSC rezultati ukazuju na to da se temperature topljenja (Slika 33a) i
promene entalpije - AH (Slika 34) povecavaju sa poveéanjem sadrzaja vode

(smanjenjem koncentracije emulgatora). Kada se uzmu u obzir prethodno
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objavljeni podaci (Savic i sar., 2005), razmatranje lamelarnih struktura unutar ovih
sistema nedvosmisleno ukazuje na to da su molekuli alkil glukozida verovatno
umetnuti izmedu molekula masnog alkohola, kao Sto je pretpostavljeno na

Sematskom prikazu (Slika 33c).
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Moguce objasSnjenje ovakvog DSC ponaSanja jeste da se sa povetanjem
sadrzaja vode povecava bubrenje a-kristala masnih alkohola kao i to da su
hidratisane hidroksilne grupe glukozida koje su orjentisane i infiltrirane u

interlamelarne vodene slojeve. Ovo stoji u saglasnosti sa literaturnim podacima o
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vecim tackama topljenja hidratisane a-faze u odnosu na dehidratisanu (Ecclestone,

1997).

Tabela 18. DSC integracioni podaci - ukupne entalpije (m]/mg), prikazane kao srednja

vrednost + standardna devijacija

Uzorak AH (m]/mg) + Sd
B1 2100,7 £57,5
B2 1986,1 + 23,7
B3 1946,8 £ 21,8
B4 1907,7 £ 1,7
B5 1733,8+8,5
B6 1352,4 + 29,3

T5mc 1790,6 + 32,9

T10mc 1785,3 £ 13,2

T20mc 1482,4 43,8

T30mc 1292,7 +8,3

DSC kriva ternarnog sistema sa 5 % masne faze (T5mc, Slika 33b) u velikoj
meri podsec¢a na DSC krivu binarnog sistema (B2). Dodatak masne komponente
smanjio je ukupnu entalpiju sistema, ona se postepeno smanjuje sa povecanjem
koncentracije ulja (Slika 33b i 34, Tabela 18). U poredenju sa odgovarajué¢im
binarnim sistemom (B2) sa istim fiksnim odnosom emulgator:voda (1:7,7) kod
svih ternarnih sistema javlja se pik koji je strmiji i pomeren prema nizim
temperaturama. Pored toga, sve detektovane promene postaju viSe izraZene sa
povetanjem koncentracije ulja. Moguce objasnjenje ovakvih rezultata leZi u
umetanju alkil lanaca srednje duZine koji su poreklom iz ulja u lipidne dvoslojeve
Sto moZe poremetiti blisko pakovanje mesanog APG emulgatora i na ovaj nacin
njegovo bubrenje i formiranje lamerane faze. Lamelarna faza ¢ije formiranje bi
najpre moglo biti izmenjeno je hidrofilna lamelarna gel faza koja se sastoji i od APG
jedinica i od dugih lanaca masnog alkohola. Posledi¢no bi deo masne faze mogao
biti solubilizovan u ovu strukturu, ¢ime bi relativno kruta gel struktura postala
fluentnija Sto rezultuje u prime¢enom smanjenju AH i temperaturnih pikova.
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Slika 34. Grafik zavisnosti ukupnih entalpija topljenja (AH) od procenta APG emulgatora

(crni kvadrati) i od koncentracije kaprilno-kaprinskih triglicerida (beli kvadrati)

Dobijeni DSC rezultati su u skladu sa termogravimetrijskim merenjima, koja
su sprovedena sa ciljem preciznijeg ispitivanja moda distribucije vode unutar
sistema. Direktna procena TG profila omogucila je uvid u delimi¢an gubitak mase
uzoraka pri razliCitim temperaturnim opsezima dok je poredenje prvih
derivativnih TG kriva (DTGA profili) indirektno ukazalo na stepen isparavanja

vode iz ispitivanih uzoraka.

S obzirom na to da u uzorcima sem vode nema drugih isparljivih sastojaka,
svako snimljeno smanjenje mase nesumnjivo odgovara evaporaciji vode iz sistema,
tako da je preracun procentnog gubitka vode u sistemu izveden u odnosu na
ukupan sadrzaj vode u formulaciji (Tabela 19). Dobijeni TG rezultati ukazuju na to
da je voda u binarnim i ternarnim sistemima dominantno inkorporirana kao
interlamelarno vezana (depo) voda i stoga uglavnom isparava u tretem
temperaturnom opsegu (70-110°C). Ovo se verovatno deSava usled postepenog

naruSavanja (dehidratacije i topljenja) lamelarne faze - lipidnih lamela razli¢itog
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tipa: 1) fluidnije te¢no-kristalne lamele izgradene uglavnom iz jedinica APG
emulgatora, 2) rigidniji hidrofilni lamelarni gel nasumicno rasporeden kroz
kontinualnu fazu ternarnih sistema, koja se sastoji delom od jedinica APG
emulgatora, a delom od dugolanc¢anih masnih alkohola i 3) rigidni lipofilni gel sa

udelom dispergovanog ulja i semi-hidrata arahidil i behenil alkohola.

Tabela 19. Vrednosti gubitka mase izraZene u procentima* - u funkciji promene
temperature pri specificiranim temperaturnim opsezima za binarne i ternarne sisteme;

prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija

Uzorak Gubitak vode - Gubitak vode Gubitak vode

30-50°C (%) 50-70°C (%) 70-110°C (%)
B1 5,77+1,40 32,36+0,91 60,56+0,72
B2 5,90+0,61 29,82+0,03 60,97+0,02
B3 5,87+2,11 28,27+0,21 62,24+0,10
B4 5,33+0,91 29,46+0,12 62,18+0,30
B5 8,48+0,76 24,32+0,41 66,15+0,03
B6 11,48+0,67 19,32+0,32 68,15+0,08
T5mc 4,89+0,80 24,38+0,03 66,21+£1,77
T10mc 6,04+0,23 26,30£1,23 63,49+0,72
T20mc 5,96+0,97 29,17+0,78 58,97+1,02
T30mc 7,84+1,12 26,69+1,23 54,63+0,86

*Procentni gubitak vode preracunat je u odnosu na ukupni sadrzaj vode

Ovakav nalaz (Tabela 19) ukazuje da pored hidratisanih APG jedinica
mesanog emulgatora behenil i arahidil alkohol u visku mogu biti odgovorni za
vezivanje dela vode, koja se javlja u obliku vezane (sekundarne) vode (Peramal,

1997; Junginger, 1992).

Kod binarnih sistema procenat isparavanja vode tokom treceg
temperaturnog opsega postepeno raste od 60,97% u binarnom sistemu B1 do
68,15% u B6. Kao Sto je ocekivano, povecanje koncentracije emulgatora u
binarnim sistemima dovodi do vefeg vezivanja interlamelarne vode. Opet, kod

ternarnih sistema, povecanje koncentracije ulja dovelo je do smanjenja isparavanja
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vode u tre¢em temperaturnom opsegu. Dakle, rezultati TG ukazuju na to da se sa

povecanjem koncentracije masne faze smanjuje koli¢ina interlamelarne vode.

Sagledavanje prethodno dobijenih rezultata WAXD i DSC merenja za
ternarne sisteme, koja su pokazala da se intenzitet interferencije kod ternarnih
sistema (Slika 32c) primetno smanjenjuje sa povecanjem koncentracije ulja,
odnosno da se smanjuje ukupna entalpija sistema (Tabela 18) i dobijenih TG
rezultata ukazuje na to da se sa povecanjem koncentracije masne faze smanjuje
formiranje lamelarne faze. Kao Sto je prethodno diskutovano moguce objasnjenje
ovakvih rezultata jeste posledica prelaska iz lamelarne gel-kristalne u tecno-
kristalnu fazu. Takode, ne treba zaboraviti da veca kolicina masne faze okupira
vecu koli¢inu emulgatora, zapravo on gradi monomolekularni film na granici faza,

te nije slobodan za formiranje drugih struktura.
4. 2. 1. 4. Rezultati reoloskih merenja binarnih i ternarnih sistema

Za potrebe detaljnijeg ispitivanja sposobnosti emulgatora da stabilizuje
emulzije sprovedena su reoloska merenja. Prisustvo histerezne petlje na graficima
koji pokazuju zavisnost napona od brzine smicanja (Slika 35) potvrduje da su svi
binarni i ternarni sistemi bez obzira na koncentraciju emulgatora, odnosno ulja
pseudoplasti¢ni sistemi koji se rastecnjavaju pod dejstvom spoljasnje sile, tj. da se

tiksotropno ponasaju.

Uporedni reogrami binarnih sistema (Slika 35a) pokazuju da je tiksotropija
viSe izraZena kod uzoraka sa ve¢om koncentracijom emulgatora, kao Sto je i kod
ternarnih sistema (Slika 35b) viSe izraZena kod uzoraka sa vecom koncentracijom
ulja. Postepen rast vrednosti histerezne povrSine i maksimalnog viskoziteta
binarnih i ternarnih sistema (Tabela 20) ukazuje na ugusS¢ivanje sistema usled
povecanja koncentracije emulgatora, odnosno ulja u ispitivanim nosacima. Ustvari,
ovo uguscivanje je uglavnom posledica formiranja lamelarne faze - tecno-
kristalnih lamela koje okruZuju dipergovane kapi ulja i oba tipa lamelarnog gela

koji se pruzaju kroz kontinualnu fazu.
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Pod dejstvom sile dolazi do promene lamela i u zavisnosti od domen-domen
interakcija spoljasnji stres defini$e viskozitet sistema (Nemeth i sar., 1998). Sta
viSe, ovakvi reoloSki nalazi odgovaraju prethodno sprovedenim termalnim
merenjima i potvrduju pretpostavku da kod ispitivanih sistema postoji sinergizam
izmedu dva osnovna tipa lamelarnih faza: te¢no-kristalne (La) i gel-kristalne (Lf)

faze.

Kada je re¢ o ternarnim sistemima, detaljnijom elaboracijom prikazanih
rezultata moZe se zakljuciti da je povecanje koncentracije masne faze od 5 do 20%
dovelo do ugus$¢ivanja sistema (viSe vrednosti prinosnog napona, viskoziteta i
histereznih povrsina). Ovaj rastuci trend kada se posmatra histerezna povrsina se
zaustavlja kod uzorka sa 30% kaprilno-kaprinskih triglicerida. Preparati koji se
primenjuju na kozi treba da pokazuju odredeni otpor prema primenjenom stresu -
koji se u reologiji manifestuje kao prinosni napon (Barnes, 1999). Nakon
postizanja vrednosti prinosnog napona sistem pocinje da tece, a u prakticnom -
aplikativnom smislu, pocinje da se rasprostire i ovo se manifestuje kao

rastecnjavanje, tj. tiksotropno ponasanje.
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Slika 35. Krive proticanja a) binarnih i b) ternarnih sistema

116



Tabela 20. Vrednosti histereznih povrsSina i maksimalnih viskoziteta binarnih i ternarnih

sistema
Uzorak MNmax (4,08 s1) Histerezna povrsina (Pas1)
B1 2,97+0,04 2259+12
B2 3,18+0,02 6085+7
B3 9,75+0,11 6422+12
B4 9,80+0,42 863722
B5 28,41+0,09 3469820
B6 214,12+1,23 137391+54
T5mc 4,37+0,08 2859+19
T10mc 3,73+0,04 2319+6
T20mc 18,30+0,91 771412
T30mc 23,42+0,87 60037

Konac¢no, na osnovu svih prethodno prokomentarisanih rezultata, moZze se
zakljuciti da bi sistem sa 30% masne faze, premda se ponaSao slicno uzorku sa
20% masne faze, ipak mogao biti okarakterisan kao sistem manje fizicke
stabilnosti. Dodatno, rezultati I dela studije pokazali su da su u aplikativnom
smislu sistemi sa nizim vrednostima viskoziteta, prinosnog napona, kao i
umerenim vrednostima histerezne povrSine prijemciviji za potrosace (imaju

zadovoljavajuce senzorne karakteristike), zbog ¢ega su uzorci sa koncentracijom

masne faze od 20%, odabrani za dalja ispitivanja.

Ispitivanje APG emulgatora dugog lanca pokazalo je da on ima veliki
potencijal za formiranje lamelarne faze, kada se Kkoristi u odredenim
koncentracijama. Dobijeni rezultati pokazali su da kod sistema stabilizovanih ovim
emulgatorom postoji sinergizam izmedu dva glavna tipa lamelarne faze: te¢no-

kristalne (La) i gel-kristalne (Lf) faze.
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4. 2. 1. 5. In vitro procena bezbednosti ternarnih sistema sa ispitivanim APG

emulgatorom

U ovom delu studije, u cilju in vitro procene iritacionog potencijala model
emulzija, kao veoma znacajnog dela ispitivanja dermokozmetickih proizvoda
(Vinardell i Mitjans, 2008), primenjen je trodimenzionalni model humane koze sa
funkcionalnim SC-om. Efekti uzoraka emulzija na vijabilnost ¢elija ovakvog modela
smatraju se merom njihovog potencijala da iritiraju humanu koZu. U ovom
ispitivanju vijabilnost je kvantifikovana upotrebom tzv. MTT testa kao markera
¢elijske vijabilnosti (OECD, 2008). Kvantifikacija je vrSena u cilju odredivanja i
poredenja iritacionih potencijala ternarnih sistema sa meSanim Cz0/Cz2 APG
emulgatorom sa razli¢itim koncentracijama masne faze, a uzorci odabrani za

poredenje bili su T5mc i T30mc.

Oba ispitivana uzorka pokazala su minimalne efekte na vijabilnost ¢elija
kultivisane humane koZe (Slika 36). Cak i pri koncentraciji ispitivanog uzorka od
25%, vijabilnost Celija bila je preko 90% (za uzorak T5mc 94,4+14,6%, a za uzorak
T30mc 93,3+9,5%).

Imajudi u vidu da je grani¢no prihvatljiva vijabilnost humanih fibroblasta u
in vitro studiji iritacionog potencijala 50% (na grafiku predstavljen crvenom
linijom), mozZe se zakljuciti da u ispitivanim koncentracijama ne postoji statisticki
znacajna razlika u uticaju ispitivanih uzoraka na vijabilnost ¢elija veStacke humane
koZe. Ovo ukazuje ne samo na odlican bezbednosni profil ispitivanog emulgatora,

ve¢ i odgovarajucih formulacija model podloga.
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Slika 36. In vitro ispitivanje iritacionog potencijala ternarnih sistema (T5mc, T30mc),
predstavljeno graficki kao zavisnost vijabilnosti ¢elija (%) od koncentracije ispitivanih

podloga

4. 2. 2. Procena uticaja razli¢itih masnih faza na stabilnost, strukturu, senzorne

osobine i vlaZe(i efekat model kremova uz Montanov™ 202

4. 2. 2. 1. Uticaj razlicitih masnih faza na fizickohemijske karakteristike model

kremova

Polarizaciona mikroskopija

Na Slici 37 su prikazane polarizacione mikrografije uzoraka sa razli¢itim uljima
(razli¢ite polarnosti, sastava i porekla) 7 dana nakon njihove izrade. Sa uljima
umerene polarnosti (avokadovo ulje i kaprilno-kaprinski trigliceridi) meSani
emulgator formira lamelarne faze koje su okarakterisane prisustvom brojnih
Malteskih krstova (Slika 37a i b). Ipak, sa Slike 37c jasno je da nepolarno

parafinsko ulje, premda omogucava formiranje mekanog krema sa malim kapima,

redukuje specificnu lamelarnu strukturu.
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Slika 37. Polarozacione mikrografije
uzoraka: a) T20ao sa avokadovim uljem,
b) T20mc sa kaprilno-kaprinskim

trigliceridima i c) T20lp sa parafinskim

uljem pri uveli¢anju 400 puta

U cilju procene stabilnosti emulzija tri meseca nakon izrade, uzorci koji su
Ccuvani na sobnoj temperaturi ponovo su snimljeni. Na Slici 38 su prikazane
mikrografije uzoraka sa uljima umerene polarnosti. Dok, mikrografije uzorka sa
nepolarnim uljem nisu prikazane jer je nakon 3 meseca kod ovog uzorka
primecena nestabilnost koja se manifestovala razdvajanjem faza. Kod uzoraka
T20ao i T20mc nisu primecene znacajne promene u izgledu mikrografija, sem

blagog povecanja velic¢ine kapi kod uzorka sa avokadovim uljem.
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7 dana nakon izrade 3 meseca nakon izrade

Slika 38. Polarizacione mikrografije model kremova: a) T20mc i b)T20ao pri uveli¢anju

200x

Rezultati merenja pH vrednosti i elektri¢ne provodljivosti

Merenjem pH vrednosti utvrdeno je da svi model kremovi imaju
zadovoljavaju¢u pH vrednost, blisku fizioloSkoj, kao i da tokom 90-odnevnog
stajanja nije doSlo do znacajne promene ovog parametra kod uzoraka T20mc i
T20ao (Tabela 21). Kada je re¢ o uzorku T20lp, kao Sto je prethodno spomenuto,

merenja nakon 90 dana nisu sprovedena usled primetnog razdvajanja faza.
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Tabela 21. Vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti U/V emulzija 7 i 90* dana nakon izrade

Uzorak pH El. provodljivost pH* El. provodljivost*
(uS/cm) (nS/cm)

T20mc 5,56 61,8 5,52 53,7

T20a0 5,70 79,8 5,81 72,5

T20lp 5,82 53,5 - -

Merenje elektri¢ne provodljivosti potvrdilo je da su svi kremovi emulzije
U/V tipa, a odsustvo znacajnih promena ove vrednosti kod uzoraka T20mc i T20ao
ukazuje, zajedno sa rezultatima polarizacione mikroskopije i pH merenja, na

zadovoljavajucu preliminarnu stabilnost ovih uzoraka.

Nestabilnost uzorka T20lp moZe se objasniti pre svega uticajem parafinskog
ulja na formiranje specificnih anizotropnih struktura kojima su stabilizovani

sistemi sa ispitivanim meSanim emulgatorom.

Termalna analiza

Termalno ponasSanje model kremova, odnosno ternarnih sistema sa
razli¢itim masnim fazama ispitano je nakon analize binarnih i ternarnih sistema sa
razlicitom koncentracijom masne faze. Dobijeni DSC profili (Slika 39) se
medusobno znacajno ne razlikuju. Takode su dobijene slicne AH vrednosti, kao i
temperaturni pikovi (82,5-85,9°C). DSC kriva uzorka sa nepolarnim tec¢nim
parafinom najviSe se razlikovala od druge dve krive usled prisustva veoma Sirokog
pika. Ovo je u skladu sa prethodnim rezultatima polarizacione mikroskopije i moze

se objasniti redukcijom specificne lamelarne strukture.
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Slika 39. DSC profili model kremova

TGA je pokazala da procenat vode koja isparava izmedu 70 i 110°C varira
od 48,13 (T20lp) do 63,48% (T20ao0), Sto ukazuje na to da je kod svih uzoraka
polovina od ukupne kolicine vode na neki nacin vezana, odnosno interlamelarna

voda (Tabela 22).

Uzorak T20lp imao je najveci stepen evaporacije tokom prvog (30-50°C) i
drugog temperaturnog opsega (50-70°C) i ve¢ pomenuto najniZi u tretem
temperaturnom opsegu. Ovi rezultati su ve¢ ukazivali na nekompatibilnost
nepolarnog ulja sa APG emulgatorom i potencijalnu fizicku nestabilnost ovakvog

sistema, Sto je u tromesecnoj studiji potvrdeno.

Tabela 22. Vrednosti gubitka mase izraZene u procentima* - u funkciji promene
temperature pri specificiranim temperaturnim opsezima za binarne i ternarne sisteme;

prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija

Uzorak Gubitak vode - Gubitak vode Gubitak vode
30-50°C (%) 50-70°C (%) 70-110°C (%)
T20ao 5,59+2,55 26,30+0,91 63,46+0,09
T20lp 9,28+1,13 35,00+0,08 48,13+1,23
T20mc 5,96+0,97 29,17+0,78 58,97+1,02

*Procentni gubitak vode preracunat je u odnosu na ukupni sadrzaj vode
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Procenat vode koja je isparila kod uzorka T20ao u razli¢itim temperaturnim
opsezima bio je nalik gubitku vode kod uzorka T20mc (Tabela 22). Dalja procena
termalnog ponasSanja, odnosno poredenje derivativnih krivih (DTGA krive)
potvrdilo je njihovo slicno ponasanje kada je re¢ o isparavanju vode. Na Slici 40 se
ovo jasno ogleda u izgledu DTGA krivih ova dva uzorka koje se do 70°C gotovo
preklapaju, a i nakon toga, iako postoji blago pomeranje krive za uzorak T20ao,
nacin evaporacije vode je gotovo isti. DTGA kriva uzorka T20lp (oznacena
strelicom) pomerena je prema niZim temperaturama i evaporacija je najveca u

temperaturnom opsegu izedu 66,8 i 84,4°C (Tabela 23).

Tabela 23. Temperaturni opsezi u kojima je stepen evaporacije bio najveci

Uzorak Temperaturni opseg (°C)
T20mc 78,7-96,9
T20ao 79,2-100
T20lp 66,8-84,4

220 -
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Slika 4.0. Profili DTGA krivih model kremova

124



Reoloska merenja

Kremovi sa razli¢itim masnim fazama, premda su imali jednake udele ulja,
pokazali su razli¢ito ponasanje pri proticanju (Slika 41). Drugaciji reoloski profili
uz prikazane vrednosti maksimalnog viskoziteta i histereznih povrsina kremova
(Tabela 24) ukazuju na razlike u samoj strukturi ovih sistema. Dobijeni rezultati su
u skladu sa organoleptickim zapaZanjima, gde je krem sa avokadovim uljem bio
najmeksi krem, dok su viskozniji, ali i dalje meki kremovi, slicne konzistencije, bili

kremovi sa trigliceridima srednjeg lanca i parafinskim uljem.

250 -

—— T20ao
—o— T20Ip
—v— T20mc
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Slika 41. Uporedni reogrami model kremova
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Tabela 24. Vrednosti histereznih povrSina i maksimalnih viskoziteta model kremova

Uzorak Nmax (4,08 s°1) Histerezna povrsina (Pas1)
T20mc 18,30+0,91 7714+12

T20ao 1,73+0,08 2322+5

T20lp 10,60+0,87 12239+43

Dodatno sa ovim uzorcima sprovedeno je i odredivanje linearnog

viskoelasti¢nog regiona i nakon toga izvedeni su frekvencioni testovi (Slika 42).

Oscilatorna merenja pokazala su da je elasticni modul (G') duZz celog

viskoelasti¢nog regiona vec¢i od viskoznog modula (G”) kod svih uzoraka. Ovo

ukazuje na viSe izraZenu elasti¢nu nego viskoznu komponentu - jednu od osnovnih

karakteristika lamelarne faze.

—s— T20ao (57
o T2an (57)
—e— T20Ip (G
—e— T20mc (G')
s T20me (G")
10000 -
o
(o
= 1000 -
=
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Slika 42. Zavisnost elasti¢nog (G') i viskoznog (G”’) modula model kremova od frekvence
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lako su prethodni rezultati potvrdili prisustvo lamelarne faze kod uzorka sa
avokadovim uljem, rezultati dobijeni oscilatornim merenjem nisu bili u skladu sa
ocekivanim, a to je da su vrednosti G’ modula bar za jedan red veli¢ine vece od
vrednosti G”. Kod T20ao uzorka G’ je ve¢i od G”, ali su vrednosti istog reda velicine.
Ovakvi rezultati su u skladu sa radom Siddig-a i saradnika (2006) koji su pokazali
da razlika izmedu G’ i G” mozZe biti mala, odnosno, iako su elasti¢ne osobine viSe

izraZene one mogu biti istog reda velic¢ine kao i viskozne.

Rezultati procene uticaja razli¢itih masnih faza na stabilnost i strukturu
emulzija na bazi ispitivanog emulgatora pokazali su da je pri radu sa emulgatorom
Montanov™ 202 neophodno voditi racuna o izboru masnih komponenti. Razlike u
strukturi ispitivanih sistema koje su se manifestovale razlic¢itim izgledom
polarizacionih mikrografija, termalnim i reoloSkim ponaSanjem, verovatno su
posledica razli¢itog pakovanja molekula masne faze u tecno-kristalne ili gel-
kristalne lamele. Formiranje lamelarnih struktura zavisi od sposobnosti molekula
da se blisko pakuju i intereaguju sa vodom. Kako je poredenje dobijenih rezultata
pokazalo da je u prisustvu nepolarnog parafinskog ulja smanjena sposobnost
formiranja lamelarnih faza, moglo bi se pretpostaviti da umetanje nepolarnih
ugljovodoni¢nih lanaca koji ulaze u sastav parafinskog ulja izmedu lipidnih
dvoslojeva dugih alkoholnih lanaca narusava lamelarnu strukturu. Ovo bi delom
moglo da bude i posledica duZine nepolarnih ugljovodoni¢nih lanaca koji su skoro
dvostruko kraci od dugih lanaca masnih alkohola koji ulaze u sastav ispitivanog

emulgatora (Seppic, 2001, Ph. Eur. 7.0, 2010).

Dakle, sposobnost ispitivanog emulgatora da stabilizuje emulzije
formiranjem lamelarnih faza smanjena je u prisustvu nepolarnog medijuma, zbog
Cega pri formulisanju treba voditi racuna o kompatibilnosti meSanog emulgatora i

komponenata masne faze.
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Teksturna analiza

Rezultati teksturne analize model kremova prikazani su tabelarno (Tabela
25). Vrednosti svih parametara - c¢vrstina, konzistencija, kohezivnost i indeks
viskoziteta - imaju isti poredak: najve¢a vrednost za uzorak sa Kkaprilno-
kaprinskim trigliceridima, koji prati uzorak sa parafinskim uljem, i sa najniZim
vrednostima uzorak sa avokadovim uljem (T20mc>T20lp>T20ao0). Ovakvi rezultati
su u skladu sa reoloSkim merenjima (vrednostima viskoziteta, histereznih
povrsina i modula), ali treba naglasiti da su za svaki parametar dobijene vrednosti

istog reda velic¢ine, odnosno veoma bliske.

Tabela 25. Teksturni parametri ispitivanih model kremova (sr. vrednost *st. devijacija)

Uzorak Cvrstina (g) Konzistencija (Ns) Kohezivnost(g) Indeks viskoziteta (Ns)

T20lp 67,5¢1,41 690,8+11,55 40,7+1,13 468,6£17,55
T20ao0 37,3%0,23 435,5+2,67 22,8+0,15 258,4+0,60
T20mc 104,2+1,07 1080,8+4,15 70,5+0,77 718,9+7,97

Dobijeni rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da su svi ispitivani ternarni

sistemi sa razli¢itim uljima bili kremovi meke konzistencije.
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4. 2. 2. 2. Uticaj razlic¢itih masnih faza na senzorne osobine model kremova

Prethodno osmisljena senzorna studija sprovedena je i u ovom delu
ispitivanja, a sa model kremovima U/V tipa. U Tabeli 26 prikazani su rezultati
senzorne procene za atribute koji su opisani odgovaraju¢im terminima. Slicnost u
osobinama kao Sto su lepljivost, masnoc¢a i sjaj tokom utrljavanja i nakon
nanoSenja, odnosno opis uzoraka kao nelepljivih, blago masnih i blago sjajnih
svakako se moZe ocekivati od emulzija U/V tipa. Ipak, ovakvi rezultati, kao i
izuzetna slicnost medu senzornim atributima moZe se objasniti pre svega
jednostavnos$¢u unutras$nje (masne) faze ispitivanih sistema. U tom smislu da su
emolijensi, koji u najvecoj meri diktiraju senzorne osobine (Wieshers, 2007), bili
unutra$nja faza ovih emulzionih sistema, kao i to da ih je emulgator uspesno i na
slican nacin inkorporirao u specifi¢ne strukture, zbog ¢ega senzorne osobine samih
emolijenasa koje mogu uticati na senzorne osobine formulacija (Lukic i sar., 2012),

nisu mogle do¢i do izraZaja.
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Tabela 26. Kvantitativni rezultati senzorne procene ispitivanih uzoraka - atributi za koje su kori$¢eni opisni termini

Faza primene Senzorni atribut T20ao T20mc T20lp
Konzistencija Svi uzorci opisani su kao polucvrsti
f(::’ol;;r:li:i‘::::f;; Sjaj Blago sjajan Blago sjajan Mat
Elasti¢nost Blago elastican Blago elastic¢an Blago elastic¢an
Lepljivost Nije lepljiv Nije lepljiv Nije lepljiv
Gustina Redak Redak/blago gust * Blago gust
Tokom utrljavanja Masnoca Blago mastan Blago mastan Blago mastan
Sjaj Nije sjajan/blago sjajan* Blago sjajan Blago sjajan
Upijanje Umereno Umereno Umereno
Rezidualni film Umeren film Umeren film Umeren film
Oseéaj nakon Lepljivost Nije lepljiv Nije lepljiv Nije lepljiv
nanosenja Masnoéa Nije masna Nije masna/Blago masna Blago masna
Sjaj Blago sjajna Nije sjajna/Blago sjajna Blago sjajna

* Svaki prikazani atribut je opisan prikazanim terminom od strane viSe od 50% ispitanika, samo atributi oznaceni * su opisani sa dva
termina (svaki termin koriScen je viSe od 35% od strane ispitanika)
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Rezultati dobijeni za Cetiri senzorna atributa, za koja je KkoriS¢ena

struktuirana skala dobijene vrednosti prikazane su na grafiku (Slika 43).

Tekstura

8

7

6

5 = == T20lp
Adhezija Razmazivost T20a0

\ 7

T20mc
\
\

Rasprostiranje

Slika 43. Rezultati senzorne studije model kremova

Za teksturu i adheziju najviSu ocenu dobio je uzorak T20lp (4,61+1,19 i
4,97+0,84), dok je najniZu dobio uzorak T20ao (4,22+0,92 i 4,24+0,45). Za
razmazivost najviSom ocenom ocenjen je uzorak T20ao (7,62+0,87), a za
rasprostiranje uzorak T20lp (6,92+0,79). Poredak koji postoji izmedu odredenih
senzornih atributa zapaZen je i kod nekih reoloskih, odnosno teksturnih
parametara, npr. tekstura (T20mc>T20lp>T20ao0) i maksimalni viskozitet (Tabela
24), tj. Cvrstina i dr. Jo$ jednom, ovakvi rezultati ukazuju na moguénost
predvidanja odredenih senzornih osobina na osnovu instrumentalnih merenja.

Odsustvo statisticki znacajnih razlika izmedu ispitivanih atributa je u skladu
sa prethodno sprovedenim reoloskim i teksturnim merenjima, a na osnovu

zapazanja iz prvog dela eksperimentalnog rada to je bilo i ocekivno.

Prethodno razmatranje razloga slicnosti deskriptivnih atributa

(jednostavnost unutrasnje/masne faze, prisustvo emolijenasa u specificnim
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strukturama) objasnjavaju i bliskost u dobijenim ocenama za razmazivost,
rasprostiranje, adheziju i teksturu model kremova. Dodatno, s obzirom na to da su
u svim ispitivanim model kremovima formirane iste specifi¢ne strukture lamelanih
faza, moguce objasnjenje slicnih rezultata senzorne studije moglo bi da bude i to da
su upravo dobijene senzorne osobine (laka razmazivost i rasprostiranje, umeren

nemastan i nelepljiv film na koZi) diktirane upravo prisutnim strukturama.
4. 2. 2. 3. Uticaj razlic¢itih masnih faza na vlazeci efekat model kremova

Specifi¢na struktura sistema stabilizovanih lamelarnim fazama omogucava
kompleksno vezivanje vode, koje pojacava vlazeci efekat, imajuci pri tome uticaj na
permeabilnost koZe i penetracioni potencijal aktivnih supstanci (Loden, 2005).
Zbog toga je u ovom delu studije u cilju ispitivanja vlaZeceg efekta model kremova
u realnim uslovima, kao i zbog poredenja sa prethodno dobijenim rezultatima

termalne analize, sprovedena in vivo studija na humanim dobrovoljcima.

PetocCasovna kratkotrajna studija sprovedena je sa uzorcima T20mc, T20ao
i T20lp uz netretiranu kontrolu (NK) u 5 vremenskih tac¢aka (0 - inicijalno merenje
bazalnih vrednosti, 1 - nakon 1 ¢asa, 2 - nakon 2 ¢asa, 3 - nakon 3 ¢asa i 5 - nakon
5 Casova), a dobijeni rezultati su prikazani graficki na Slici 44. Zbog bolje
preglednosti dobijeni rezultati prikazani su kao srednje vrednosti sa
odgovaraju¢im standardnim devijacijama dobijeni u razli¢itim vremenskim

tackama.

Dobijeni rezultati su pokazali da jedan sat nakon aplikacije uzoraka sa
avokadovim uljem i kaprilno-kaprinskim trigliceridima dolazi do blagog smanjenja
stepena hidratisanosti SC-a (bez statisticke znacajnosti), a bez promena vrednosti
TEGV. Uobicajeno, 1-¢asovne studije pokazuju povecanje u vrednostima SCH, Sto je
posledica povecanog sadrZaja vode, usled oslobadanja vode iz kremova. Rezultati
ukazuju na to da je sadrzaj slobodne, odnosno slabo vezane vode koja isparava
neposredno nakon aplikacije, a koja bi mogla u kratkom vremenskom periodu da
poveca SCH, zanemarljiv u uzorcima T20mc i T20ao. Ovo je u saglasnosti sa TG

rezultatima (Tabela 22) i procentom vode koja isparava tokom prvog
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temperaturnog opsega (30-50°C). Kao Sto se i ocekivalo, na osnovu prethodnih

rezultata, 2 i 3 sata nakon aplikacije kremova SCH vrednosti su postepeno rasle, da

bi se nakon 5 Casova zavrSnim merenjima utvrdilo statisticki znacajno povecanje

vlaZnosti na svim tretiranim povrSinama. ObjaSnjenje ovakvog produZenog

vlaZeceg efekta moZe biti postepeno oslobadanje interlamelarno vezane vode.
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Slika 44. Vlaze¢i efekat model kremova

Poznato je da primena emulzija stabilizovanih tradicionalno koris¢enim

nejonskim emulgatorima (etoksilovanim i propoksilovanim derivatima i poliolnim

estrima) povecava TEGV usled promena koje izazivaju na nivou lamelarnih lipida

SC-a i intercelularnog matriksa (Barany i sar., 2000; IIdson, 1991). Za razliku od

njih ispitivani model kremovi na bazi APG emulgatora nisu doveli do znacajnih

promena TEGV vrednosti ni u jednoj vremenskoj tacki. Odsustvo promena u

vrednostima TEGV moZe se objasniti slicnoS¢u tecno Kkristalne strukture uzoraka sa
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strukturom fizioloskih lipida koZe. Ovo, s jedne strane, potvrduje zadovoljavajuci
bezbednosni profil ispitivanog emulgatora, a s druge strane postojanje specifi¢ne

koloidne strukture APG stabilizovanih nosaca.

Sprovedeno ispitivanje efekata u realnim uslovima obezbedilo je znacajne
informacije o vlazecem potencijalu ispitivanih emulzija, pokazavsi da je on kod
sistema sa Montanov™-om 202 znacajan. Dodatno, dobijeni rezultati ukazuju i na
to da ovi sistemi mogu imati i pozitivan doprinos na stanje koZne barijere. Na
osnovu prethodnog moZe se ocekivati da emulzije stabilizovane Cz0/C22 APG
emulgatorom mogu uticati na isporuku aktivnih supstanci, kako hidrofilnog tako i

lipofilnog tipa.

Termalne metode (DSC i TGA) koje su u ovoj studiji koriS¢ene da bi se
ispitalo mezomorfno ponaSanje Cz0/Cz22 APG meSanog emulgatora, kao i nacin
distribucije vode unutar sistema, omogucile su da se predvide rezultati in vivo
studije. Ostale tehnike koje se uobicajeno koriste u karakterizaciji ispitivanih
sistema kao $to su mikroskopija, reologija i difrakcije X-zracima potvrdile su
rezultate dobijene termalnom analizom. Zbog toga je svakako medu zakljucke
neophodno uvrstiti i taj da bi termalne metode mogle imati znacajniju primenu
kako u karakterizaciji novih sirovina koje stabilizuju emulzione sisteme, tako i u

ispitivanju kompleksnih emulzionih sistema per se.
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4. 3. Rezultati i diskusija III faze eksperimentalnog rada

4. 3. 1. Ispitivanje uticaja kiselih aktivnih supstanci i izopropil alkohola na
koloidnu strukturu, stabilnost i karakteristike model krem nosaca uz

emulgator Montanov™ 202

Cilj ove faze eksperimentalnog rada bila je procena tzv. kiselostabilnog
potencijala ispitivanog emulgatora, odnosno ispitivanje kompatibilnosti i
stabilnosti kiselih aktivnih supstanci, kao Sto su glikolna (2% i 10%) i salicilna
kiselina (2%) u nosacima sa ovim emulgatorom. Takode je ispitana i moguénost
inkorporiranja izopropil alkohola i njegovog rastvora aktivne supstance u
emulzioni nosac. Za ovo je bilo neophodno formulisati dermokozmeticki emulzioni
nosa¢ U/V tipa koji je stabilizovan dugolan¢anim APG emulgatorom. Ovo je
postignuto nastavkom formulacionih ispitivanja, koja su se oslanjala na prethodno
dobijene rezultate u fazi II. Na osnovu sveukupnih podataka koji su dobijeni
fizickohemijskim ispitivanjima i primenom standardizovanog seta instrumentalnih
i senzornih testova na model kremove sa razli¢itim uljima, kao osnovna
komponenta masne faze odabrani su kaprilno-kaprinski trigliceridi. U formulisan
osnovni emulzioni nosac (K) inkorporirane su glikolna i salicilna kiselina, odnosno,
izopropil alkohol (IPA) ili njegov rastvor salicilne kiseline (opisano u delu 3. 1. 2. 4.
1). Dodatno, formulisane dermokozmeticke emulzije U/V tipa iskoriS¢ene su da se
ispita uticaj svake dodate aktivhe supstance na senzorne osobine razvijenim
senzornim panelom, a primenom tehnika bioiZenjeringa koZe ispitan je

kratkotrajni efekat uzoraka sa model supstancama.

Polarizaciona mikroskopija

Na polarizacionim mikrografijama (Slika 45) svih uzoraka uocava se
prisustvo karakteristi¢nih anizotropnih struktura - Malteskih krstova i dvostrukog
prelamanja svetlosti na granci uljanih kapi. Sa aspekta razmatranja uticaja IPA i
kiselih supstanci na specificnu strukturu na mikrografijama se vidi da je izopropil

alkohol (Slika 45b), doveo do neSto veeg narusavanja osnovne strukture nosaca
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(Slika 45a) u odnosu na uticaj salicilne kiseline (SK) i glikolne kiseline (Slika 45c i
d).

a) b)

Slika 45. Polarizacione mikrografije uzoraka a) K, b) Ki, c) KG2%, d) KG10%, e) KSA i f)
KiSA, uvecane 400 puta
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Dodatno se kod uzorka KSA (Slika 45e), u kome je SK suspendovana, uocava
prisustvo Kkristala SK. Kod uzorka KiSA (Slika 45f) u kome je SK rastvorena u
izopropil alkoholu primetan je odreden stepen nehomogenosti u velic¢ini kapi
emulzija u odnosu na uzorke koji sadrze samo IPA (Slika 45b) odnosno samo SK
(Slika 45e). Treba spomenuti da je glikolna kiselina (GK) dovela do ugus¢ivanja
sistema, Sto se primecuje i na mikrografijama (Slike 45c i d - veliki broj

podslojeva).

Ispitivanje pH vrednosti i elektri¢ne provodljivosti

Vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti izmerene su 7 dana nakon izrade, a
u cilju procene stabilnosti uzoraka merenja su ponovljena nakon 60 dana. Dobijeni

rezultati prikazani su u Tabeli 27.

Inicijalni pH uzorka K se smanjuje dodatkom IPA i kiselina u krem. Da bi se
izbegla pojava iritacije koju mogu da izazovu proizvodi sa kiselinama, pH ovih
uzoraka podeSena je dodatkom trietanolamina (TEA) tako da bude u opsegu 3,5-
3,6 (* su oznaceni uzorci Cija je pH podeSavana dodatkom TEA). Iz Tabele 27 se

vidi da nakon 60 dana nije bilo znac¢ajnihjih promena pH ni jednog uzorka.

Inicijalne vrednosti el. provodljivosti (nakon 7 dana) ispitivanih uzoraka su
se medusobno znacajno razlikovale. Elektricna provodljivost model krema K (>

50uS/cm) pokazuje da je izradena podloga U/V tipa.

Tabela 27. Vrednosti pH i elektricne provodljivosti U/V emulzija 7 i 60* dana nakon izrade

Uzorak pH El. provodljivost (uS/cm) pH* El. provodljivost (uS/cm)
K 4,9 63,1 4,83 59,2
Ki 4,60 23,4 4,53 8,12
KG2% 3,57# 804 3,51# 650
KG10% 3,59# 1,77 mS/cm 3,52# 1,57 mS/cm
KSA 3,60# 345 3,55¢# 215
KiSA 3,60# 159 3,92¢# 220

#-oznaceni su uzorci ¢ija pH je podesena dodatkom TEA
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Dodatak IPA u podlogu doveo je do promena koje su uslovile da uzorak Ki
bude emulzija meSovitog tipa. Kod uzoraka bez aktivnih supstanci je vremenom
doslo do blagog smanjenja el. provodljivosti, ali se tip sistema nije menjao. Model
kremovi sa aktivnim supstancama su imali veoma razliite vrednosti el
provodljivosti i sve pokazuju da su ovi sistemu U/V tipa. Ovako nesto je bilo i
ocCekivano jer su inkrporirane aktivne supstance elektroliti Promene el.
provodljivosti do kojih je doSlo kod ispitivanih sistema, odnosno ocigledno
smanjenje el. provodljivosti kod svih uzoraka (sem KiSA) moglo bi biti objasSnjeno
naknadnom strukturacijom koja je pre svega povezana sa nacinom distribucije

vode.

Pored specificnih lamelarnih struktura koje mogu biti odgovorne za
vezivanje vode (interlamelarna voda) kod uzoraka sa GK pad u vrednosti el.
provodljivosti moZe se objasniti i sposobnosS¢u ove aktivne supstance da sama
vezuje odredenu koli¢inu vode. Naime, premda je GK mala molekula ona ima dve
funkcionalne grupe (hidroksi i karboksilna), $to omoguc¢ava istovremeno gradenje

intra- i intermolekulskih vodonic¢nih veza (Roy i sar., 2007).

Reoloska merenja

U ovom delu studije sprovedena su kontinualna reoloska merenja, inicijalno
(nakon 7 dana od izrade uzoraka), da bi se uporedilo ponasanje ispitivanih
emulzionih sistema tokom proticanja, odnosno da bi se procenio uticaj dodatih
supstanci (IPA, GK i SK) na osnovnu strukturu nosaca (uzorak K). Dodatno su u
cilju pracenja stabilnosti sprovedena ista merenja nakon 60 dana na uzorcima koji

su ¢uvani na sobnoj temperaturi.

Uporedni reogrami osnovnog nosaca tipa krema (K) i uzoraka koji sadrze
glikolnu kiselinu u koncentraciji od 2% (KG2%) i 10% (KG10%) prikazani su na
Slikama 46a (prinosni napon u funkciji brzine smicanja) i 46b (viskozitet u funkciji
smicanja). Izgled dobijenih kriva ukazuje na pseudoplasti¢no, tiksotropno
ponasanje ispitivanih uzoraka. Poredenje prikazanih profila proticanja omogucava

sagledavanje uticaja GK ¢iji je dodatak doveo do blagog ugus¢ivanja nosaca

(povecanje viskoziteta i napona pri istim brzinama smicanja). Interesantno je

138



primetiti da je dodatak manje koli¢ine GK (2%) doveo do vecih promena u gustini i
reoloSkom ponasanju u odnosu na vecu koli¢inu GK (10%), Sto je primeceno i
organolepticki i na mikrografijama (Slike 45c i 45d). Ovo bi se moglo objasniti time
da je GK u nizoj koncentraciji bolje distribuirana unutar sistema odnosno
specificnih lamelarnih struktura, odnosno interlamelarno vezane vode, i da kao
njihov konstituens doprinosi nadogradnji (eng. build up) strukture (Roy i sar.,
2007). Sa druge strane, u vecoj koncentraciji, mozda u odredenoj meri narusava
specificne strukture. Ovakvo tumacenje, ipak treba ograniciti na nivo pretpostavke
za Ciju potvrdu je neophodno uraditi dodatna ispitivanja koloidne strukture model

kremova.

Na slikama 46c i 46d prikazani su odgovaraju¢i uporedni reogrami
osnovnog nosaca (K) i uzoraka sa IPA (Ki) i SK (KSA), odnosno sa IPA rastvorom
SK (KiSA). Krive proticanja pokazuju da, po dodatku IPA u nosa¢ umerena
tiksotropija, vidljiva kod sistema K i KSA, postaje znacajno izraZenija. MozZe se
ocekivati da su sa aspekta aplikacije uzorci sa IPA (Ki i KiSA) manje prihvatljivi.
Izgled krivih viskoziteta ukazuje na to da je pri nanoSenju ovih kremova potrebno
primeniti vecu silu, dok velike vrednosti histerezne povrsine ukazuju da je za
njihovo razmazivanje i/ili rasprostiranje potrebno viSe vremena. Salicilna kiselina
suspendovana u kremu nije znacajno uticala na profil teCenja nosaca, a ponasanje
uzorka KiSA je vrlo slicno ponaSanju uzorka Ki, Sto je logi¢no ocekivati, jer je SK

rastvorena u IPA, i ne utice na reoloske osobine.

Drugacije reoloSko ponaSanje uzoraka sa IPA moZe se objasniti uticajem
alkohola na specificnu mikro strukturu osnovnog nosaca. Ipak, kako polarizacione
mikrografije nisu pokazale znacajnije promene u strukturi izmedu K i Ki uzorka za

preciznije objasnjenje ovakvog ponasSanja neophodna su dodatna ispitivanja.
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U cilju diskusije dobijenih rezultata procene stabilnosti na Slici 47 prikazani
su uporedni reogrami (zavisnost napona smicanja - leva ordinata i viskoziteta -
desna ordinata od brzine smicanja) za svaki uzorak posebno, gde su ispunjenim
simbolima prikazani inicijalni, a praznim simbolima rezultati posle 60 dana

skladistenja na sobnoj temperaturi.

Osnovni uzorak (Slika 47a) i uzorak sa SK (Slika 47c) pokazali su slicno
ponasanje tokom stajanja. Kod oba uzorka doslo je do blagog povecanja prinosnog
napona i histerzne povrSine, tj. ugusScivanja sistema. Ovo se moZe objasniti
naknadnim struktuiranjem nosafa sa APG emulgatorom koji stabilizuje sistem
gradenjem lamelarnih faza. Kod uzorka sa IPA (Ki - Slika 47b), kao i kod uzoraka
sa GK (KG2% - Slika 49e i KG10% - Slika 49f) nije bilo promena u reoloSkom
ponasanju nakon 60 dana. Uzorak u kome je SK rastvorena u IPA pokazao je
drugacije ponasanje i od uzorka samo sa IPA i od uzorka samo sa SK, zbog cega se
moZe pretpostaviti da je izvesni pad u viskozitetu i naponu pri datim brzinama

smicanja posledica interakcije IPA sa SK.

Dobijeni rezultati pra¢enja pH vrednosti, el. provodljivosti i reoloskih
merenja u vremenu ukazuju na zadovoljavajuéu preliminarnu stabilnost

ispitivanih uzoraka.

PonaSanje uzoraka sa glikolnom i salicilnom kiselinom pokazalo je da
dodatak ovih aktivnih supstanci, iako dovodi do promena nekih osobina
(smanjenje pH, povecanje el. provodljivosti, povecanje viskoziteta) osnovnog
nosaca ne utice na narusSavanje emulzione stukture. Ovo omogucava svrstavanje
ispitivanog Cz0/Cz2 dugolanfanog APG emulgatora u grupu Kkiselostabilnih
emulgatora koji se mogu koristiti kao stabilizatori sistema sa kiselim aktivnim

supstancama.

PonaSanje uzorka Ki sa 10% IPA (odsustvo organoleptickih promena,
promena pH, el. provodljivosti i reololoskog profila u toku 60 dana skladiStenja)
ukazuje na eventualnu moguénost inkorporiranja i vecih koli¢ina ovog alkohola u

emulzije stabilizovane ispitivanim emulgatorom.
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f) KG10%
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Termalna analiza

U rezultatima II faze eksperimentalnog rada prodiskutovana je, u veéem
obimu, moguc¢nost primene termalnih metoda, kako u oblasti ispitivanja
emulzionih sistema, tako i u karakterizaciji novih sirovina. Prethodno diskutovani
rezultati termalne analize binarnih i ternarnih sistema omogucdili su rasvetljavanje
stabilizacionih mehanizama ispitivanog emulgatora, kao i bolje razumevanje
uticaja razliCitih masnih faza na specificnu strukturu emulzija, tj. doprineli
karakterizaciji ispitivanog emulgatora. U III fazi eksperimentalnog rada DSC
merenja sprovedena na model kremovima imala su za cilj poredenje faznih
promena koje se deSavaju u prisustvu IPA i/ili kiselih aktivnih supstanci u odnosu
na osnovni koloidni nosaC. TG analiza je i u ovom delu sprovedena radi

rasvetljavanja nacina distribucije vode unutar sistema.

Na Slici 48 su prikazani DSC profili model kremova. Radi jednostavnijeg
pregleda uticaja dodatih sastojaka na fazne promene u odnosu na osnovni nosac na
slikama je dat uporedni prikaz DSC profila: a) osnovnog nosaca i uzoraka sa IPA

i/ili SKib) osnovnog nosaca i uzoraka sa razli¢itim koncentracijama GK.

b)

—K

— KGA2%

—— KGA10%

71,5
T T T T T T T T T T T T 1 f T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Slika 48. DSC profili model kremova a) uporedni prikaz DSC profila uzoraka K, Ki, KSA i
KiSA i b) uporedni prikaz DSC profila uzoraka K, KG2% i KG10%
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Sve uzorke karakteriSe postojanje jednog Sirokog endotermnog pika, a sa
grafika se jasno vidi da dodatak IPA i aktivnih supstanci dovodi do njegovog, kako
povecanja, tako i pomeranja ka viSim temperaturama. Dodatak suspendovane
salicilne kiseline izazvao je najvecu promenu DSC profila osnovnog nosaca.
Temperaturni pik je sa 67,5°C pomeren na 83,8°C, a promena entalpije (AH)
uzorka K sa 9322 m]/mg porasla na 15,2x103 m]J/mg kod KSA uzorka. Ovo se moze
objasniti prisustvom suspendovane SK koja je dovela do ovakvih faznih promena.
Prisustvo IPA dovelo je do temperaturnog pomeranja pika, njegovog Sirenja i
pojave dva mala ramena na piku (Pantelic i sar., 2013). DSC profil uzorka u kome je
SK rastvorena u IPA oblikom pika u najvecoj meri podseca na DSC profil uzorka sa
SK, samo Sto je pik na niZoj temperaturi, Sto opet ukazuje na uticaj IPA na termalno

ponasanje uzorka (Jaksici sar., 2012).

Uzorci sa glikolnom kiselinom su pokazali razli¢ito ponaSanje u zavisnosti
od koncentracije GK. DSC profil uzorka sa 10% GK, kao i u slucaju reoloskih profila,
veoma je slican DSC profilu osnovnog nosaca, sa izuzetkom blagog pomeranja
temperatunog pika ka viSim temperaturama (od 67,5°C do 72,3°C). GK prisutna u
koncentraciji od 2% dovela je do povecanja i temperaturnog pika i ukupne
promene entalpije. Ovakvi rezultati doprinose prethodno iznetim tvrdnjama da GK

u nizoj koncentraciji u¢estvuje u izgradnji specifi¢nih struktura.

Merenja TGA sprovedena su sa ciljem procene distribucije vode u
ispitivanim emulzionim nosac¢ima. Preracun gubitka mase je izveden u odnosu na
ukupnu masu uzorka, jer pored vode kod uzoraka sa IPA isparava i alkoholna

frakcija. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 28.
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Tabela 28. Vrednosti gubitka mase izraZene u procentima* - u funkciji promene
temperature pri specificiranim temperaturnim opsezima za ispitivane model kremove;

prikazane kao srednja vrednost * standardna devijacija

Uzorak Gubitak mase Gubitak mase Gubitak mase
30-50°C (%) 50-70°C (%) 70-110°C (%)
K 6,42 14,52 37,81
Ki 8,66 42,14 6,4
KSA 11,17 35,85 24,59
KiSA 6,43 30,76 10,47
KG2% 8,34 16,76 17,1
KG10% 3,2 23,36 12,87

*Procentni gubitak mase preracunat je u odnosu na ukupnu masu uzorka

U skladu sa prikazanim rezultatima najmanji procenat gubitka mase kod
svih ispitivanih sistema, sa izuzetkom uzorka Ki, prisutan je u prvom
temperaturnom opsegu. Kod uzorka sa IPA najve¢i gubitak mase deSava se u
drugom temperaturnom opsegu dok je u treéem gubitak neznatan. Ovakvo
ponasanje moze se objasniti isparavanjem IPA koji sa sobom povlaci i vodu koja je
slobodna, odnosno odsustvom interlamelarne vode usled redukcije specifi¢nih

lamelarnih struktura, koje je izazvao I[PA.

[z osnovnog nosaca K, skoro 40% vode isparava posle 70°C. U prisustvu
salicilne kiseline najveci deo vode isparava na temperaturi izmedu 50 i 70°C, ali je i
deo koji isparava posle 70°C veoma visok. Kod uzorka KiSA, prisustvo IPA uslovilo
je da ponaSanje pri smanjenju gubitka mase bude slicno onom kod uzorka Ki,
odnosno najveci gubitak desava se u drugom temperaturnom opsegu, dok je deo

koji isparava u tre¢em opsegu znacajno smanjen u odnosu na uzorak KSA.

Dodatak GK doveo je do smanjenja gubitka mase u tre¢em temperaturnom

opsegu, a povecanja u drugom, $to je posebno naglaseno kod uzorka sa 10% GK.
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Na osnovu dobijenih rezultata moze se ocekivati da ¢e svi model kremovi
pokazati dobar vlaZeéi efekat, a veéina i produZenu hidrataciju. Samo na osnovu
TGA rezultata koji pokazuju koji ispitivani uzorak ima najveci gubitak mase u
razli¢itim temperaturnim opsezima, najbolji efekat produZene hidratacije oc¢ekivao
bi se od uzoraka K i KSA. Ono Sto treba imati na umu je ¢injenica da je u ispitivanim
kremovima prisutna kozmeticki aktivna supstanca koja spada u grupu ovlazivaca
(Yu i Van Scott, 2004). U tom smislu in vivo efekti koji se ocekuju neposredno
nakon primene ispitivanih kremova nisu uslovljeni samo delovanjem vode koja se
oslobada iz emulzionih sistema ve¢ i specificnim delovanjem aktivne supstance

(Green i sar., 2009).

Teksturna analiza

Teksturna i senzorna analiza u ovom delu eksperimentalnog rada
sprovedene su samo na aktivnim uzorcima. U prethodnim fazama ispitan je uticaj
promene masne faze, ili komponenata masne faze, na teksturne i senzorne osobine.
U ovoj fazi rada je ispitan uticaj svake od dve aktivne supstance i razlicite
koncentracije GK, ali i na¢ina inkorporiranja SK u osnovni krem na odredene

karakteristike kremova.

Rezultati teksturne analize prikazani su na Slici 49. Medu svim dobijenim
teksturnim parametrima se uocava isti poredak: KG2%>KiSA>KG10%>KSA. Radi
jednostavnijeg poredenja sa reoloskim profilima na Slici 50 je dat uporedni prikaz

reograma uzoraka sa aktivnim supstancama.
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Slika 50. Uporedni reogrami uzoraka sa kozmeticki aktivnim supstancama
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Prikazani reogrami ukazuju na sli¢nost rezultata dobijenih reoloSkom i
teksturnom analizom kremova. Na osnovu reoloskih merenja uzorci KiSA i KG2%
mogu se okarakterisati kao najgus¢i odnosno najviskozniji kremovi, a zatim
KG10%, pa KSA uzorak. Kod teksturnih merenja se zbog visokog stepena sli¢nosti
dobijenih rezultata za sve kremove, ne moZe govoriti o znac¢ajnim razlikama, ali se
na osnovu ovih jednostavnih merenja ipak uspela napraviti razlika medu

ispitivanim uzorcima i u saglasnosti sa reoloSkim merenjima.

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se re¢i da dve razli¢ite aktivne
supstance, razli¢ite koncentracije GK od 2% i 10%, ali i razli¢it nacin

inkorporiranja SK ne uti¢u znac¢ajno na promenu teksture kremova.

Senzorna analiza

U skladu sa standardizovanim setom instrumentalnih i senzornih testova
modifikovana senzorna studija koja je razvijena u prethodnim fazama
eksperimentalnog rada sprovedena je i na model kremovima sa aktivnim

supstancama.

U Tabeli 29 prikazani su termini kojima su opisani definisani deskriptivni
senzorni atributi. Izmedu ovih karakteristika gotovo da nije bilo razlike, a
interesantno je skrenuti paZznju na slicnost rezultata dobijenih kod “aktivnih”
model kremova i onih za ternarni sistem sa kaprilno-kaprinskim trigliceridima -

T20mc (Tabela 28).

Senzorni atributi za koje su konstruisane skale dobili su veoma sli¢ne ocene.
[zmedu dobijenih srednjih vrednosti ocena za adheziju, teksturu, razmazivost i
rasprostiranje mogao bi se napraviti odredeni poredak, ali visoke vrednosti
standardnih devijacija ne dozvoljavaju ovakvo poredenje, zbog ceka dobijeni
rezultati nisu ni predstavljeni. U skladu sa podacima dobijenim reoloskim i

teksturnim merenjima mozZe se reci da su ovakvi rezultati bili o¢ekivani.

Odsustvo bilo kakve statisticke znacajnosti izmedu dobijenih vrednosti

dovodi do zakljucka da razli¢ite aktivne supstance (SK i GK) i razlicite
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koncentracije GK (2 i 10% GK), kao i nacina inkorporiranja SK (suspendovana i
rastvorena SK) ne dovode do znacajnih promena u ispitanim senzornim

atributima.

Tabela 29. Kvantitativni rezultati senzorne procene ispitivanih uzoraka - atributi za
koje su korisceni opisni termini

Faza Senzorni KG2% KG10% KiSA KSA
aplikacije atribut
Konzistencija Svi uzorci opisani su kao polucvrsti
Pre
utrljavanja i . . . o .
tokom Sjaj Blago sjajan  Blago sjajan Blago sjajan Sjajan
uzimanja -y
Elasti¢nost Elasti¢an Bla.gvo Elastlcar-lv/ blago Bla.gvo
elastican elasti¢an elastican
Lepljivost Nije lepljiv
Gustina Blago gust Blago gust Blago gust Blago gust
Tok‘om . Masnocéa Blago mastan
utrljavanja
Sjaj Blago sjajan
Upijanje Umereno Sporo Umereno Umereno
Re21.dualn1 Umeren film
film
. Lepljivost Nije lepljiv
Osecaj nakon
nanosenja i y
Masnoca Blago masna Blago masna  Nijemasna Blago masna
Sjaj Blago sjajna
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4. 3. 2. Ispitivanje efikasnosti dermokozmetickih emulzija U/V tipa

Sa izradenim model kremovima sprovedena je petocasovna in vivo studija
ispitivanja efikasnosti. Primenjenim tehnikama bioinZenjeringa praceni su sledeci

parametri:
e stepen vlaznosti SC-a (SCH) - u cilju procene vlazeceg efekta,

e transepidermalni gubitak vode (TEGV) - u cilju procene uticaja

dermokozmetic¢kih emulzija na koznu barijeru,

e eritema indeks (EI) i pH koZe (pH) - u cilju procene stepena iritacije i
oStecenja koja bi mogla nastati kao posledica primene emulzija sa kiselim

aktivnim supstancama na koZzu.

Merenja su sprovedena inicijalno (bazalne vrednosti) i nakon 1 (1h)
odnosno 5 sati (5h) posle primene ispitivanih uzoraka. Svi uzorci doveli su do
znacajnog povecanja vlaznosti nakon 1 sata u odnosu na inicijalna merenja
odnosno bazalne vrednosti (Slika 51). Isti trend nastavljen je i nakon 5 sati po
primeni kremova, pri ¢emu su svi uzorci znacajno povecali stepen hidratisanosti
SC-a u odnosu na bazalne vrednosti. Treba spomenuti i da je SCH kod svih uzoraka,
osim kod uzorka Ki, nakon 5h bio znacajno povecan i u odnosu na vremensku
tacku - 1h po primeni. Ovakvi rezultati ukazuju na znacajan potencijal produzZenog

vlaZenja koZe primenjenih model kremova.

Sa grafika se vidi da su uzorci sa obe kiseline i izopropil alkoholom doveli
do veceg vlazZeceg efekta u odnosu na osnovu model podlogu, ali je samo uzorak sa
10% GK izazvao povecanje SCH vrednosti u odnosu na efekat uzorka K, koje je
statisticki znacajno i to samo u jednoj vremenskoj tacki (nakon 5h). Na osnovu ovih
rezultata moZze se tvrditi da uzorak KG10% ima najveci vlaZeci potencijal, odnosno

izaziva najveci efekat kako trenutne tako i produZene hidratacije koZe.

U skladu sa prethodno komentarisanim rezultatima TG analize treba istaci
da su in vivo ispitivanja pokazala da je doprinos aktivne supstance u ostvarivanju
vlaZeceg efekta neosporan. Odnosno, TGA moZe biti veoma korisna u predvidanju
ovog efekta za uzorke koji ne sadrze vlaZeta sredstva, gde je hidratacija koZe
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posledica oslobadanja prisutne vode iz primenjivanog uzorka. U situacijama kada
su prisutni ovlazivaci koZe, treba biti oprezan u tumacenju TG rezultata sa aspekta

ocekivanog vlazeceg efekta.
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* statisticki znacajno povecanje u odnosu na bazalne vrednosti (p<0,001);

# statisticki znacajno povecanje u odnosu na 1h (p<0,05)

Slika 51. Procentne promene SCH vrednosti 1h i 5h nakon primene dermokozmetickih

emulzija

Kao $to je u uvodnom delu (1. 4. 5.) ve¢ receno upotreba hidroksi kiselina,
narocito “starijih” generacija (kakve su glikolna i salicilna kiselina), cesto je
povezana sa pojavom neZeljenih reakcija. Iritacioni odgovor koji se najceSce javlja

je pojava eritema i nelagodnosti u vidu peckanja i svraba (Yu u Van Scott, 2004).
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Rezultati nasSe studije pokazali su da aplikacija model kremova nije dovela
do znacajnih promena u vrednostima TEGV kao ni EI. Trend povecanja TEGV koji je
prisutan 1h i 5h nakon aplikacije svih uzoraka svakako se moZe objasniti
povecanjem stepena hidratcije SC-a, koji je pra¢en narusavanjem intaktnosti kozne
barijere (Fluhr i sar.,, 2001). Ipak, ¢injenica da TEGV nije znacajno povecan u
uslovima produZene hidratacije i to u prisustvu hidroksi kiselina i IPA koji i sami
mogu da dovedu do oStecenja koZne barijere moZe se objasniti pozitivnim efektom

samog nosaca stabilizovanog fazom te¢nih kristala.

Odsustvo promena vrednosti eritema indeksa, posebno kada je re¢ o uzorku
KG10%, ukazuje na zadovoljavaju¢i bezbednosni profil ispitivanih
dermokozmetickih emulzija, kao doprinos nosaca za GK koji je sa ispitivanim APG

emulgatorom.

Zbog (veoma) niske pH vrednosti ispitivanih kremova sa kiselinama (koja je
podesena na dozvoljeni minimum od 3,5) pracen je i parametar pH koZe. Dobijeni
rezultati prikazani su na Slici 52 i pokazuju da je nakon 1h primena svih uzoraka
izazvala znacajno smanjenje pH vrednosti koZe, Sto se svakako moZe objasniti pH
vrednostima ispitivanih uzoraka (Tabela 29). Nakon 5 h pH koZe je porasla.
Tumaceno paralelno sa rezultatima merenja TEGV i SCH, moZe se reéi da ove
promene pH koZe nisu dovele do narusavanja transepidermalnog difundovanja

vode.

Sprovedena studija pokazala je da izradeni model kremovi pored toga Sto

imaju veliki hidratiSu¢i potencijal imaju i povoljan bezbednosni profil.

152



I Bazalna

¥z7]1 1h

@ 5h
g | il 7
| 717
1.l
AN/l 1M1
10070721717
111111
LV V L LY
il
MWIVIVAVIVIY

~

KSA KiSA KG2% KG10%

P
z
X

Slika 52. pH koZe izmerena inicijalno (bazalna), nakon 1 (1h) i nakon 5 ¢asova (5h) od
primene ispitivanih kremova (prikazane kao srednje vrednosti sa standardnim
devijacijama)

Rezultati III faze su pokazali u prvom delu da nosaci sa ispitivanim APG
emulgatorom dugog lanca, imaju zadovoljavajuci kiselostabilni potencijal, kao i da
se mogu koristiti za inkorporiranje do 10% IPA. Uz podsecanje na ¢injenicu da se
pri formulisanju kozmetickih emulzija sa hidroksi kiselinama, kao i sa kiselim
aktivnim supstancama, generalno, mogu javiti problemi kako pri formulisanju tako
i pri koriS¢enju, dobijeni rezultati i druge i tre¢e faze eksperimentalnog rada
ukazuju na to da su nosaci sa Montanov™ 202, dobar izbor za dermokozmeticke

emulzije.

U prvom delu eksperimentalnog rada pokazano je da se odredeni
senzorni atributi (tekstura i razmazivost) mogu predvideti instrumentalnim

merenjima, $to je posebno znacajno u uslovima kada senzornu studiju nije
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moguce izvesti. U narednoj fazi rada upotreba seta instrumentalnih i
senzornih testova, standardizovanih u prvom delu eksperimentalnog rada,
nasla je svoju primenu i u drugoj i u trecoj fazi, tj. u razvoju i ispitivanju
dermokozmetickog nosaca U/V tipa namenjenog vlaZenju koZe. Ovim se
pokazalo da koncept uporedne reoloske, teksturne i senzorne procene moze
imati ve¢u primenu u formulaciji dermokozmetickih emulzija. Tac¢nije, ovaj
uporedni pristup se, uz razvoj odgovarajucih senzornih panela moze Koristiti
u formulaciji efikasnih, bezbednih i estetski prihvatljivih kozmetickih

proizvoda.
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5. ZAKLJUCAK

Prva faza eksperimentalnog rada

1.

Senzorni atributi koji zavise od fizickih karakteristika emulzije, a kojima se
opisuje ponasanje kozmetickog proizvoda u toku uzimanja i nanoSenja na koZzu,
mogu se donekle predvideti instrumentalnim, odnosno reoloskim i teksturnim
merenjima. Tako je moguce teksturu kozmeticke emulzije predvideti reoloSkim
(histerezna povrSina, prinosni napon) i teksturnim parametrima (cvrstina).
Senzorni atribut razmazivost, moZe se predvideti na osnovu vrednosti
maksimalnog i minimalnog viskoziteta, elasticnog modula kao reoloskih
parametara, odnosno konzistencijom, kohezivno$cu i indeksom viskoziteta, kao

teksturnim parametrima.

[spitivanja senzornih osobina koja su vremenski i novcano zahtevna, a kojima
se vrsi odredivanje senzornog profila mogu biti pojednostavljena upotrebom

instrumentalnih metoda, kao $to su reoloska i teksturna merenja.

Kombinovani pristup koji podrazumeva upotrebu instrumentalnih metoda i
modifikovanih senzornih studija moZe se koristiti u postupku preformulacije i

formulacije kozmetickog proizvoda prihvatljivog za potrosaca.

Podaci dobijeni senzornom karakterizacijom emolijenasa mogu biti iskori$¢eni
pri formulisanju kozmetickih emulzija unapred definisanih senzornih osobina,
ili u postupku izmena sastava kozmetickog proizvoda da bi se dobio proizvod
Zeljenih/zadovoljavaju¢ih karakteristika u odnosu na namenu ili ocekivanja
korisnika.

Utvrdeno je da se reoloSka merenja, kao Sto su merenja prinosnog napona i
viskoziteta u funkciji brzine smicanja, ¢ija je svrha predvidanje ponaSanja
emulzija prilikom primene, mogu izvoditi na sobnoj temperaturi, bez potrebe

simuliranja realnih uslova kao Sto je temperatura koze (32°C).

Teksturna analiza moZe se Koristiti kao dovoljno osetljiva metoda u

karakterizaciji i poredenju ispitivanih V/U i U/V kremova, odnosno njihovih
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mehanickih i strukturnih osobina, ¢ak i kada se sprovode male promene u

formulaciji, kao Sto je promena jedne komponente masne faze.

Zakljuceno je da jednostavna metoda teksturne analize moZe da se izvodi kao
zamena za neka reoloSka merenja (merenje minimalnog i maksimalnog

viskoziteta, prinosnog napona).

Poredenja efikasnosti i senzornih atributa kozmetickih proizvoda pokazala su

ocenjen proizvod), odnosno da izmedu njih ne postoje korelacije.

Druga faza eksperimentalnog rada

0.

10.

11.

Alkil poliglukozidni meSani C20/Cz2 emulgator (INCI: arahidil glukozid i arahidil
i behenil alkohol) pod komercijalnim nazivom Montanov™ 202 pokazao je
veliki potencijal u obrazovanju lamelarne faze. Sveobuhvatna fizickohemijska
karakterizacija ispitivanih uzoraka, koja je zapoceta mikroskopskom analizom
binarnih i ternarnih sistema, a nastavljena WAXD, SAXD merenjima, termalnom
analizom i reoloSkim merenjima, potvrdila je osnovnu hipotezu da ispitivani
APG emulgator vrSi stabilizaciju formulisanih emulzionih sistema

obrazovanjem lamelarne tecno-kristalne (La) i gel-kristalne (L) faze.

Kod svih ispitivanih sistema sa navedenim emulgatorom, veliki deo vode
predstavlja na neki nacin vezana voda (bilo da je re¢ o interlamelarno vezanoj
vodi ili tzv. sekundarnoj vodi) koja se smatra odgovornom za znacajan
(produzeni) hidratisSuci efekat ovih uzoraka i njihov potencijal za kontrolisano

produZeno vlaZenje koze.

Pri formulisanju kozmetickih emulzija sa emulgatorom Montanov™ 202,
neophodno je voditi ra¢una o izboru vrste masnih komponenti, jer je
sposobnost ispitivanog emulgatora da stabilizuje emulzije formiranjem

lamelarnih faza smanjena u prisustvi nepolarnih ulja, kao $to je parafinsko ulje.
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12.

13.

Drugim rec¢ima pri formulisanju treba voditi racuna o kompatibilnosti ovog

mesanog emulgatora i komponenata masne faze.

Termogravimetrijska analiza, kojom je ispitan nacin distribucije vode unutar
formulisanih sistema moZe se sa visokim stepenom tacnosti Koristiti za
predvidanje vlaZeceg efekta kozmetickih emulzija u kojima nisu prisutne

kozmeticki aktivne supstance iz grupe vlazecih sredstava.

Na osnovu brojnih podataka koji su dobijeni termalnim metodama, DSC i TGA,
u razli¢itim fazama ovog rada (ispitivanja binarnih i ternarnih sistema, model
kremova sa i bez kozmeticki aktivnih supstanci), moZe se zakljuciti da one
mogu imati znacajniju primenu kako u karakterizaciji novih sirovina koje
stabilizuju emulzione sisteme, tako i u ispitivanju kompleksnih emulzionih

sistema per se.

Treca faza eksperimentalnog rada

14.

15.

16.

Emulzije stabilizovane emulgatorom Montanov™ 202 pokazale su
zadovoljavajucu stabilnost pri inkorporiranju kiselih supstanci kao Sto su
glikolna i salicilna kiselina, bez obzira da li su one inkorporirane u vidu
vodenog rastvora (GK), izopropanolnog rastvora (SK) ili su suspendovane (SK)
u formulisan krem. MoZe se izvesti zakljucak da je ispitivani emulgator i
kremovi formulisani sa njim kompatibilan sa glikolnom i salicilnom kiselinom u

koncentracijama dozvoljenim za kozmeticku primenu.

Uzorci sa IPA pokazali su da se emulzije sa ispitivanim emulgatorom mogu

Koristiti kao nosaci kada je potrebno da se u njih inkorporira izopropanol.

In vivo studije sprovedene sa uzorkom obeleZenim kao osnovni nosac - placebo
(bez kozmeticki aktivnih supstanci) i sa aktivnim (sa kozmeticki aktivnim
supstancama) uzorcima u II i III delu pokazale su da produZenom vlaZzetem

efektu ispitivanih dermokozmetickih emulzija formulisanim sa APG
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emulgatorom (Cak 5 sati nakon primene ispitivanih kremova) u velikoj meri

doprinosi sam nosac.

17. Pored zadovoljavajuceg vlazeceg efekta kremovi su pokazali povoljan uticaj na
stanje koZne barijere kao i povoljan bezbednosni profil, time Sto nisu doveli do
promena u vrednostima TEGV ni EI, koji su ocekivani i opisani pri primeni
hidroksi kiselina. Zbog svega prethodno iznetog, kremovi sa emulgatorom
Montanov™ 202 predstavljaju dobar/pogodan izbor nosaca pri formulisanju

dermokozmetickih preparata za vlaZenje koZe.

18. Upotreba seta instrumentalnih i senzornih testova standardizovanih u prvom
delu eksperimentalnog rada nasla je svoju primenu u drugoj i u trecoj fazi, tj. u
razvoju i ispitivanju dermokozmetickog krema tipa U/V, namenjenog vlaZenju
koZe. Ovim se pokazalo da koncept uporedne reoloSke, teksturne i senzorne
procene moZe imati vecu primenu u razvoju formulacija dermokozmetic¢kih
emulzija. Tacnije, ovaj uporedni pristup se, uz razvoj odgovarajuc¢ih senzornih
panela, mozZe koristiti u formulaciji efikasnih i estetski prihvatljivih

kozmetickih proizvoda.
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of Thermal Analysis and Calorimetry. 2013; 111 (3): 2045-2057 doi:
10.1007/s10973-012-2263-0.

Lukic M, Jaksic I, Krstonosic V, Dokic L], Savic S. Effect of small change in oil phase

composition on rheological and textural properties of w/o emulsion. Journal of

Texture Studies. 2013; 44: 34-44; doi:10.1111/j.1745-4603.2012.00363.x

Rad u medunarodnom c¢asopisu - M 23:

Lukic M, Jaksic I, Krstonosic V, Cekic N, Savic S. A combined approach in

characterization of an effective w/o hand cream: the influence of emollient on
textural, sensorial and in vivo skin performance. International Journal of Cosmetic

Science. 2012; 34 (2): 140-149; doi: 10.1111/j.1468-2494.2011.00693.

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u celini - M33:

Luki¢ M, Jaksic I, Savi¢ S. Razvoj optimalne formulacije dermokozmeticke emulzije
za suvu koZu na bazi novog alkil poliglukozidnog emulgatora. II Kongres
farmaceuta Bosne i Hercegovine sa medunarodnim uces¢em, 17-20.11.2011. Banja

Luka, Zbornik radova, str. 225-228.

Lukic M, Jaksic I, Krajisnik D, Vuleta G, Savic S. Correlation of rheological and

sensory properties and their comparison with in vivo effects of W/0 emulsions for
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dry skin; 5th World Congress on Emulsions 12-14 Oct. 2010; Lyon, France; CD
ROM

Saopstenje sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu - M34:

Lukic M, Pantelic I, Milic ], Vuleta G, Savic S. Potential of C20/C22 Alkyl
Polyglucoside Surfactant to Create Stabile Emulsions in the Presence of Alcohol
and an Acidic Cosmetic Active. 9th World Surfactant Congress and Business

Convention (CESIO), Barcelona, Spain, 10-12 June 2013, P14

Lukic M, Pantelic I, Cekic N, Krstonosic V, Milic ], Savic S. A preformulation study on

a novel alkyl polyglucoside emulsifier: Rheological and textural performance of the
emulsion systems. Skin and Formulation 4th Symposium, APGI, Lyon, France;

2012: Book of abstracts, N° 012.

M. Lukic, I. Jaksic, R. Daniels, S. Savic. A C20/22 Alkyl Polyglucoside-Based

Emulsion Vehicles: Adjusting of colloidal structure for better skin performance;

Skin Forum 12th Annual Meeting; 2011, Frankfurt, Nemacka; CD

M. Lukic, I. Jaksic, R. Daniels, G. Vuleta, S. Savic. Natural Surfactant of Alkyl
Polyglucoside Type: A Physicochemical Characterization of New Mixed Emulsifier;

8th Central European Symposium on Pharmaceutical Technology; Graz 2010; Sci

Pharm 2010; 78:719; doi: 10.3797 /scipharm.cespt.8.POT04

SaopsStenja sa skupova nacionalnog znacaja Stampana u izvodu - M64:

Milica Luki¢, Ivana Jaksi¢, Gordana Vuleta, SneZana Savié. Efikasnost kozmetickih
proizvoda - koje efekte je moguce ispitati i kako?; V Kongres farmaceuta Srbije sa

medunarodnim uceS¢em; Arhiv za farmaciju 5/2010: 730-731

Milica Luki¢, Ivana JakSi¢, Gordana Vuleta, SneZana Savi¢. Formulisanje V/U
emulzije za negu suve koZe: optimalne reoloSke i senzorijelne karakteristike; V
Kongres farmaceuta Srbije sa medunarodnim uc¢e$¢em; Arhiv za farmaciju 5/2010:

784-785
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Tehnicko reSenje novi tehnoloski postupak - M83:

SneZana Savi¢, Jela Mili¢, Milica Luki¢, Ivana Jaksi¢, Mirjana Raji¢, Katarina Joncic-
Savi¢, Gordana Vuleta. Razvoj formulacije podloge na bazi prirodnog emulgatora
alkil poliglukozidnog tipa za ex tempore izradu magistralnih lekova; 2009 - 2010;
U okviru projekta TR 19058 koje finansira Ministarstvo nauke i tehnoloskog

razvoja.

Usmena izlaganja na medunarodnim i doma¢im nauc¢nim skupovima:

Luki¢ M, Panteli¢ I, Daniels R, Vuleta G, Savi¢ S. Alkil poliglukozidni emulgator

dugog lanca: nova generacija stabilizatora sistema za dermalnu isporuku. 50.
savetovanje Srpskog hemijskog drustva, Beograd, 14-15.06.2012. godine; Zbornik
radova i CD-ROM, str. 80-85
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7. 2. Biografija autora

Milica Luki¢ je rodena 1979. godine u Somboru. U Beogradu je zavrsila osnovnu
Skolu i XIII beogradsku gimnaziju. Farmaceutski fakultet je upisala Skolske
1998/1999. godine, a diplomirala je u junu 2004. godine sa prose¢nom ocenom

8,77 i ocenom 10 na diplomskom ispitu.

Nakon zavrSenog jednogodiSnjeg staza na Vojnomedicinskoj akademiji i dve
godine rada u apoteci Skolske 2007/2008. godine upisala je doktorske akademske

studije iz Kozmetologije na Farmaceutskom fakultetu u Beogradu.

Od oktobra 2007. godine zaposlena je kao saradnik u nastavi na Katedri za
farmaceutsku tehnologiju i kozmetologiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu, a
kao asistent od oktobra 2009. godine kada je izabrana u ovo zvanje. UCestvuje u
izvodenju i organizaciji prakti¢ne nastave u okviru integrisanih akademskih studija
iz predmeta Farmaceutska tehnologija 1, Farmaceutska tehnologija II,

Kozmetologija i Osnovi farmaceutske biotehnologije.

0Od 2008 do kraja 2010. godine ucestvuje kao saradnik na projektu tehnoloskog
razvoja pod nazivom ,Razvoj i Kkarakterizacija koloidnih nosaca za
antiinflamatorne lekove“ (TR-19058), a od 2011. godine na projektu tehnoloskog
razvoja ,Razvoj mikro- i nanosistema kao nosaca za lekove sa antiinflamatornim

delovanjem i metoda za njihovu karakterizaciju“ (TR-34031).
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7. 3. 1zjava o autorstvu
Potpisana: = Milica Luki¢
Broj indeksa: 01/07

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Formulaciona istraZivanja dermokozmeti¢kih emulzija za vlaZenje koZe: koncept

uporedne reoloske, teksturne i senzorne procene

¢ rezultat sopstvenog istrazivatkog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za
dobijanje bilo koje diplome prema studijskim programima drugih
visokos$kolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam kr$io/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica

Potpis doktoranda

a

U Beogradu, 18. 08. 2014. godine
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7. 4. Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

doktorske disertacije

Ime i prezime autora: Milica Luki¢
Broj indeksa: 01/07
Studijski program:  Doktorske akademske studije iz Kozmetologije

Naslov rada: Formulaciona istraZivanja dermokozmetickih emulzija za
vlaZenje koZe: koncept uporedne reoloske, teksturne i senzorne procene

Mentor: prof. dr. Snezana Savi¢
Potpisana: Milica Luki¢

Izjavljujem da je $tampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj
verziji koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma
Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane
rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

/w?ﬂamﬁé’

U Beogradu, 18. 08. 2014. godine
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7. 5. 1zjava o koriS¢enju

Ovla$¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni
repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod
naslovom:

Formulaciona istrazivanja dermokozmetic¢kih emulzija za vlaZenje koZe: koncept

uporedne reoloske, teksturne i senzorne procene

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu
licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo - bez prerade

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 18. 08. 2014. godine
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