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POVZETEK

Znanstveniki se ze vrsto let ukvarjajo s spojinami, ki bi pomagale ublaziti mi$i¢no
obcutljivost oziroma bolecino, ki nastane zaradi $portne aktivnosti. Sodobna raziskovalna
odkritja omogocajo nacrtovanje izdelkov na znanstvenih osnovah in opredelitev prijemali$¢
za kozmeti¢no aktivne u¢inkovine. Ena takih u¢inkovin je rozmarinovo eteri¢no olje, ki z
delovanjem na TRP (Transient Receptor Potential Channels) kanale deluje analgeti¢no.
Glavna sestavina olja s tem delovanjem je 1,8-cineol, ki aktivira TRPM8 in zavira TRPAL.
TRP kanali predstavljajo podrocje, ki ga bo potrebno, za natancno razumevanje poteka

procesa delovanja podrobneje raziskati.

Namen diplomske naloge je bila izdelava in fizikalno ovrednotenje kozmeti¢nega izdelka,
ki bi bil namenjen masazi in s tem relaksaciji utrujenih in razbolelih miSic po Sportni
aktivnosti. S tremi sredstvi za geliranje (visoko viskozna HPMC, nizko viskozna HPMC,
karbomer) smo izdelali razli¢ne vrste hidrogelov, ki naj bi sluZzili kot vehikel za vgradnjo
rozmarinovega olja. Pozornost smo namenili izgledu, razmaznosti, vpojnosti in obcutku na
koZi. Izbrali smo vehikel 1z karbomera, saj je imel najustreznejSe organolepti¢ne lastnosti in
dolo¢ili, da je za njegovo izdelavo najbolj optimalna koncentracija 0,55% karbomera. Za
opredelitev  fizikalne ustreznosti smo hidrogele izpostavili stresnim pogojem
(centrifugiranje, cikli¢ni temperaturni test) ter jim izmerili reoloske parametre in pH.
Reolosko ovrednotenje sistema je zajemalo dolocitev deleza elasticnega in viskoznostnega

doprinosa k viskoelasti¢cnemu odzivu.

Merjenje reoloskih lastnosti je pomembno pri razvojnem procesu, saj omogoca razjasnitev
notranje strukture sistemov in spremljanje fizikalne stabilnosti ter s tem kakovosti izdelka.
Po izpostavitvi stresnim pogojem ni prislo do bistvenih sprememb reoloskih parametrov ne
glede na stevilo ciklov, dodatek kozmeti¢no aktivne sestavine in koncentracijo polimera, Ki
smo jo uporabili. Kljub izpostavitvi stresnim pogojem je izdelan hidrogel ohranil stabilno
gelsko strukturo, zato na podlagi dobljenih rezultatov ocenjujemo, da je stabilnost nasega
izdelka neproblemati¢na. Za dokoncno potrditev stabilnosti bi morali narediti Se dodatne

teste, ki jih predlagajo smernice kozmeti¢ne industrije.
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SEZNAM OKRAJSAV

G' - elasti¢ni modul (storage modulus) [Pa]

G" - viskozni ali plasti¢ni modul (loss modulus) [Pa]
HPMC - hidroksipropilmetilceluloza

KAS - kozmeti¢no aktivna sestavina

LVO - linearno viskoelasti¢no obmocje

TEA - trietanolamin

TRP kanali - napetostno odvisni ionski kanali (transient receptor potential channels)



1.UVvOD

Med Sportno aktivnostjo miSice ponavljajo¢e obremenjujemo in velikokrat je obremenitev
vecja kot smo vajeni. Tako po intenzivni vadbi po navadi pride do pojava miSi¢ne bolecine.
Obicajno gre za prehodno neprijetno obcutenje drazljaja ustvarjenega v somatskih in
visceralnih tkivih. To zaznamo kot preobcutljivost in ¢eprav je izvor na mehanske, toplotne
in/ali kemijske drazljaje ter spremljajoce simptome kompleksen, naj bi v osnovi §lo za mikro
zaradi vnetja v miSicah, znanstveniki pa se Ze vrsto let ukvarjajo s spojinami, Ki bi jo

pomagale ublaziti (1, 2, 3, 4).

V raziskovanje na podrocju lajsanja miSi¢ne preobcutljivosti sodi tudi Sportna kozmetika,
uvrséamo pa jo med kozmecevtike. Gre za skupino pripravkov, ki imajo lastnosti
kozmeti¢nih izdelkov in farmacevtikov. Niso zdravila, saj pri misi¢ni bolecini ne gre za
bolezensko stanje, temve¢ normalen stranski ucinek procesa obnove misic, hkrati pa niso
obicajni kozmeti¢ni izdelki, ker s stimuliranjem celicnih mehanizmov povzrocijo aktivno
delovanje v kozi. Sodobna raziskovalna odkritja omogocajo nacrtovanje izdelkov na
znanstvenih osnovah in opredelitev prijemaliS¢ za nove kozmeti¢no aktivne ucinkovine.
Raziskujejo predvsem mehanizme bolec¢inske preobcutljivosti, to pa izvajajo s spremljanjem
obnasanja ionskih kanalov, ki imajo pomembno vlogo pri procesih stimulacije ali zaviranja
boleCine. Znano je ze, da je veliko kompleksnih snovi-naravnih izvleckov, sposobno
aktivirati ali zavirati te kanale. To je ustvarilo velik interes za identifikacijo predvsem
specificnih spojin z upanjem, da bodo imele te molekule analgeticni potencial. Nekatere od
njih so sestavine eteri¢nih olj, zato se le ta v alternativni medicini in Sportni kozmetiki
pogosto uporabljajo kot protiboleCinska in protivnetna sredstva. Specificne sestavine, ki
zagotavljajo njihove ucinke in molekularni mehanizmi delovanja, pa so vefinoma Se
neznani. Nezeleni u¢inki so ob uporabi primernih koncentracij obi¢ajno minimalni ali
odsotni, zato so lahko eteri¢na olja obetaven vir za razvoj analgetikov. Eno od teh etericnih

olj, ki potencialno blazi simptome bolecine, je tudi rozmarinovo olje (1, 4, 5).



ROZMARIN

Navadni rozmarin (Rosmarinus officinalis) je do 2m visok aromati¢en zimzelen grm
sredozemskega izvora, ki spada v druzino ustnatic (Lamiaceae). Ima 2-4 cm dolge ter 2-5
mm Siroke mocno disSece iglicaste liste, ki so na zgornji strani zeleni, spodaj pa belo dlakavi.

Cvetovi so beli, roza, vijoli¢ni ali modri.

Rozmarinu pripisujejo protimikrobne, antioksidativne, protitumorne, antipruriticne,
protivnetne, antimutagene in protivirusne lastnosti. Eteri¢no olje pospeSuje prekrvavitev in
deluje spazmoliticno. Najbolj poznana je sicer uporaba svezih ali posuSenih listov za
zaCinjanje mediteranskih jedi, saj ima trpek okus in oster vonj, v zivilstvu pa se uporablja
tudi kot konzervans. Veéstransko je uporaben v zdravstvu pri prebavnih tezavah, motnjah
tudi v kozmeti¢ni industriji. Prisoten je v pripravkih za masazo, za ustno higieno, vodicah

po britju in pri izdelkih proti zgodnjemu pojavu plesavosti (6).
NajpogostejSe sestavine rozmarinovega olja:

Listi in vejice vsebujejo 1,0 - 2,5% eteri¢nega olja, katerega glavne sestavine so 1,8-cineol
(20-50%), kafra (10-25%), a-pinen (15- 25%), kampen, borneol, bornil acetat, limonen,
mircen, a-terpineol, ostale snovi pa so $e drugi terpeni, rozmarinska kislina, flavonoidi,

karnozol in ursolna kislina (5, 6, 7, 8, 9).

TRP KANALI

Senzori¢no zaznavanje zagotavljajo kozni receptorji, tisti, ki reagirajo na prisotno ali
potencialno poskodbo tkiva, pa se imenujejo nociceptorji. Gre za boleCinske receptorje
oziroma proste koncic¢e zivénih vlaken, ki jih stimulirajo toplotni, kemijski ali mehanski
drazljaji (1). Biokemijsko so to beljakovinske molekule, ki tvorijo kanale in delujejo kot
molekulski senzorji teh fizikalnih in kemijskih stimulacij. Med njimi imajo pomembno
vlogo ionski kanali iz druzine TRP (Transient Receptor Potential Channels), ki je ena izmed
najvecjih druzin ionskih kanalov (10). Sekven¢na homologija sesalskih TRP kanalov je
majhna, zato so med seboj presenetljivo raznoliki. Na podlagi aminokislinskega zaporedja
so razdeljeni v 6 poddruzin: kanoni¢ni (TRPC-canonical), vaniloidni (TRPV-vanilloid),
melastatinski (TRPM-melastatin), policistinski (TRPP-polycystin), mukolupinski (TRPML-
mucolipin) in anikrinski (TRPA-anykrin) TRP kanali (2). Raznolikost aminokislinskega


http://sl.wikipedia.org/wiki/Bole%C4%8Dina

zaporedja je tudi razlog za najrazli¢nejse nacine aktivacije (temperatura, kemijske spojine,
osmolarnost, mehanska stimulacija, lipidi, svetloba, oksidativni stres, kisline, feromoni,
membranska napetost), regulacije (transkripcija, alternativno spajanje, glikozilacija,

fosforilacija), ionske selektivnosti, distribucije in fizioloske funkcije (11).

VRSTE TRP KANALOV:

Za $tudij ionskih kanalov je najbolj primerno izolirano molekularno okolje, zato jih izvajamo
na zivalih in celi¢nih kulturah z izrazenimi le dolo¢enimi TRP kanali. Preiskovanje vlog
vsakega od fizikalno ali kemijsko obcutljivih kanalov je pomembno za razumevanje
senzoricne transdukcije in odkrivanje molekulskih determinant za njihovo obcutljivost (2,
12). Rezultati Studij nam podajo pregled vlog TRP kanalov in mehanizmov delovanja ter
nam pomagajo bolje razumeti razmerje med strukturo in delovanjem preiskovanih kanalov.
Za vecino kanalov obstajajo specificne majhne molekule, ki delujejo kot aktivatorji ali
zaviralci, zato je funkcija kanalov moéno modulirana preko posttranslacijskih modifikacij in
znotrajcelinih signalnih poti. Treba pa se je zavedati, da so Studije TRP ionskih kanalov
obicajno obremenjene s pomanjkanjem farmakoloSke selektivnosti uporabljenih spojin, ali
pa s pomanjkanjem znanja o njihovem obnaSanju ter, da sprozajo vprasanja o specificnosti
in stranskih ucinkih (12). Trenutna klini¢na preizkuSanja prispevkov agonistov in
antagonistov kot analgeti¢nih substanc bodo, upajmo, kmalu zagotovila bolj dokoncen

odgovor o vlogi TRP kanalov pri razlicnih modelih bolecine (2).

Za raziskovanje zaznavanja bole€ine so najbolj pomembna odkritja o TRPV1, TRPV2,
TRPV3, TRPV4, TRPAL in TRPMS8 kanalih (Slika 1). TRPV1, TRPV2, TRPV3 in TRPM8
pogosto uvrstimo med termoreceptorje, TRPV4 in TRPAL pa med mehanoreceptorje, vendar
pa je posebnost TRP kanalov njihova polimodalnost (sposobnost odziva na razli¢ne
stimulacije), zato TRPV1, TRPV3, TRPMS in TRPAI uvrs¢amo med kemoreceptorje,
TRPV4 in TRPAL pa med termoreceptorje (2, 24).
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Slika 1 Shematski prikaz nekaterih TRP kanalov in razli¢ne signalne poti. Prirejeno po (2).

TRPV1 je bil prvotno imenovan vanilloid receptor 1 (VRI) in je sploSno poznan kot
kapsaicinski receptor. Prvic so ga opisali kot receptor, ki ga aktivirajo trije potencialno boleci
drazljaji: vaniloidne spojine, zmerna vro¢ina (>43 ° C) in nizek pH (< 5,9). Kasneje so
porocali tudi o aktivaciji z drugimi spojinami (kafro, alicinom, duSikovim oksidom,
pajkovimi toksini, potenciranju z etanolom in moduliranju z zunajceli¢nimi kationi).
Ugotovitve kazejo, da aktivirani TRPV1 kanali, ki so najstevilénejSe izrazeni v senzori¢nih
nevronih, ne sodelujejo samo pri kemijsko izzvani bole€ini in ob zmerni vro¢ini, ampak
prispevajo tudi k periferni senzibilizaciji, tako da delujejo kot konéni substrat za Stevilne
vnetne mediatorje, ki indirektno senzibilizirajo TRPV1 (6, 24). S tem pomembnim
spoznanjem so se zacele prve klini¢ne preiskave morebitne vioge TRPV1 pri modelih akutne
in kroni¢ne boleCine, namen katerih je nadaljnje razvozlati funkcijo TRPV1 in oceniti
prispevek TRPV1 k bolecini. Poleg tega TRPV1 tkivno izrazanje jasno kaze, da vloga
TRPV1 ni omejena le na zaznavanje boleCine, temve¢ da kanali sodelujejo tudi pri
fiziologkih in patoloskih procesih. Ceprav niso bile vse $tudije izvajane s podobnimi testi in
pod primerljivimi pogoji, se pojavlja skupna ugotovitev, da je TRPV1 pomemben dejavnik

za boleCino, ¢eprav je njegova vloga ocitno bolj zapletena, kot so sprva mislili (2).



TRPV2 je strukturni homolog TRPV1 in je neobcutljiv na kapsaicin in protone, aktivirajo
pa ga visoke temperature (okoli 52°C). Njegova vloga v senzori¢nih nevronih ni popolnoma
jasna, toda Studije nakazujejo na prispevek k periferni preobcutljivosti med vnetnim
procesom. Zaradi razli¢ne distribucije TRPV2 v primerjavi s TRPV1 ter visoke temperature,
ki mora biti preseZena, za aktivacijo TRPV2 obstaja manj $tudij TRPV2 kot TRPV1. Pomen

teh kanalov pri zaznavanju bolecine je treba Se podrobneje raziskati (2).

TRPV3 mocno aktivira kafra ter zmerna toplota (> 34°C), odziv pa se okrepi pri naslednjih
ponavljajocih se stimulacijah. Gre za proces, ki po dolgotrajni izpostavljenosti povzro¢i, da
je za enak ucinek potreben vecji odmerek ali pa povzroci preobcutljivost na normalne
koncentracije nevrotransmiterja. Lahko vodi v odvisnost, toleranco in abstinenco po
odtegnitvi. Tkivno izrazanje se razlikuje glede na vrsto (Clovek, glodalci), kar je $e dodaten
prispevek h kompleksnosti razumevanja vloge TRPV3 pri bole¢ini. Najbolj proucujejo
njihovo vlogo v keratinocitih, kjer je ta protein pomemben pri zaznavanju tako neskodljivih
kot tudi Skodljivih toplotnih drazljajev (2, 13, 14, 15).

TRPV4 je polimodalni receptor, ki se aktivira s temperaturo nad 27 °C, kislim pH-jem ter
razli¢nimi kemijskimi spojinami. TRPV4 je prav tako kot TRPV3 moc¢no izrazen v koznih
keratinocitih, za opredelitev relativnega prispevka funkcije TRPV4 senzori¢nih nevronov v
keratinocitih pri kemijskem in temperaturnem induciranju bolec€ine, pa so potrebne nadaljnje
raziskave. Rezultati kazejo na pomembno vlogo TRPV4 pri razvoju termalne in mehanske
preobcutljivosti, Ki sledi izpostavitvi vnetnim mediatorjem. Trenutno znanje o funkciji
TRPV4 pa nakazuje, da pri povzrocitvi periferne senzitizacije deluje komplementarno s
TRPV1 (2, 13, 14).

TRPM 8 je znan predvsem kot s hladnim (<30°C) aktiviran kanal in z izrazitimi napetostno
odvisnimi lastnostmi odpiranja. TRPMS8 aktivirajo tudi spojine kot so mentol, evkaliptovo
olje in icilin, aktivacija pa je odvisna od razlicnih dejavnikov kot sta koncentracija
intracelularnega in ekstracelularnega Ca?* ter pH (2, 15). Posreduje pri zaznavanju hladnih
draZljajev in tako prispeva k u¢inkom hladne analgezije. Razpon neskodljivih in Skodljivih
temperatur, na katere se odziva, regulatorna vloga znotrajcelicne kislosti in njegova
sposobnost prilagajanja dolgo trajajo¢im drazljajem kazejo, da je TRPMS8 kandidat

senzori¢ne transdukcije, ki prispeva k bolecinski preobcutljivosti povezani z vnetjem ali



nevropatijo. Deluje v povezavi z receptorjem TRPV1 ter preko signalov iz razli¢nih vlaken
razlicnih temperaturnih obcutljivosti posreduje pri nasem zaznavanju teh draZljajev. V
nasprotju s TRPV1 receptorjem, ki se aktivira z nizkim pH, kisli pogoji zavirajo TRPM8.
Domnevajo da TRPV1 in TRPMB8 receptorji delujejo skupaj pri odgovoru na vnetna stanja.
TRPV1 z delovanjem protonov povecuje peko¢ obcutek bolecine, medtem ko kislost zavira
TRPMS8 in s tem blokira prijetnejsi obcutek hlajenja. Dolgotrajna izpostavljenost
aktivatorjem TRPMS8 lahko privede do desenzibilizacije receptorjev, kar lahko povzro¢i
izgubo ucinka, ustvari potrebo po ve¢jih odmerkih za doseg enakega ucinka, ali pa vpliva na

neodzivnost na normalne koncentracije nevrotransmitorja (11, 15).

TRPAL1 je vzdrazni ionski kanal¢ek aktiviran in signaliziran z iritantnimi snovmi
(cinamalaldehid, metilsalicilat), ki povzrocajo akutno bolece ter pekoCe in zbadajoce
drazljaje. Izrazen je v heterolognih sistemih ter deluje v razliénih senzori¢nih procesih,
vkljuéno z intenzivno hladno nocicepcijo (zamrznitev) in vnetno bole¢ino. Strukturna
osnova za njegovo aktiviranje ni jasna, je pa njegova vloga obc¢utljivosti na iritante potrjena,
zato je TRPA1 znan predvsem kot kemi¢ni nociceptor za najrazli¢nej$e spojine. Priznavajo
ga tudi kot senzor pri zaznavanju $kodljivega mraza, vendar njegova vloga in vivo $e vedno
ni povsem razumljiva (2, 16). Aktivira ga tudi alkalen pH in mehanska stimulacija. TRPM8
je toplotno obcutljiv receptor, ki zazna padec temperature, medtem ko je TRPAL senzor zelo
nizkih temperatur. TRPAL je izrazen skupaj s TRPV1, medtem ko je le redko hkrati izrazen
s TRPM8. Njegovo socasno izrazanje in domnevno funkcionalna interakcija s TRPV1
nakazujejo na obstoj prispevka TRPV1 k delovanju TRPAL in s tem na zaznavanje bolecine
(11, 16). Ceprav ostaja veliko vprasanj glede natanénega nac¢ina aktivacije TRPAL, je njegov
prispevek k nocicepciji povsem potrjen, zato je raziskovanje TRPAL zaviralcev obetavno

predvsem za ugotavljanje njihove vloge kot protibolec¢inske spojine (2).

UPORABA ROZMARINOVEGA OLJA IN POMEMBNE SPOJINE

Za izdelavo pripravkov za lajsanje bolecin so v farmaciji in kozmetiki zazeljene naravne
analgeticne spojine, Ki ne pospesijo signalizacije bole¢ine. Idealen ucinkovit analgetik bi
bila spojina, ki bi selektivno aktivirala TRPMS in zavirala TRPAL, hkrati pa ne aktivirala
TRPV1. Tako delujoca spojina bi domnevno povzrocala obéutek lagodja, saj aktivacija
TRPMS8 povzroca ugodne hladne obcutke, TRPA1 in TRPVI1 pa bole¢ino. Da bi nasli

obetavne tarce za razvoj analgetikov, so Takaishi in sodelavci (11) v $tudiji pregledali in



ocenili u¢inke razli¢nih eteri¢nih olj in njihovih disavnih komponent. Spremljali ter
primerjali so sposobnost aktiviranja TRPM8 in TRPA, ter na podlagi preprostega izra¢una
(vrednost aktiviranja TRPMB8/vrednost aktiviranja TRPAL) podali razmerje med njima. Do
opredelitve konkretnejsih rezultatov jih je pripeljala analiza evkaliptovega olja in njegovih
disavnih spojin. Evkaliptovo olje vsebuje poleg 1,8-cineola tudi 1,4-cineol. S primerjavo
stirih spojin s podobnimi strukturami (mentol, kafra, 1,8-cineol in 1,4-cineol) (Slika 2) so
prisli do zanimivega odkritja, da Ceprav so spojine strukturno podobne nimajo enakega
uc¢inka na TRPMS in TRPA1. Mentol in 1,4-cineol sta aktivirala TRPM8 ter TRPA1, kafra
je zavrla delovanje TRPA1, 1,8-cineol pa je aktiviral TRPMS8 in hkrati zavrl TRPAL.
Dejstvo, da §tiri podobne spojine povzrocajo razlicne u¢inke na TRPMS in TRPAT1 kaze, da
bi podrobnejse analize pripomogle k boljSemu razumevanju strukturne podlage za delovanje
teh spojin. Glavna ucinkovina, ki torej deluje analgeti¢no in se v najvecjih koncentracijah

nahaja tudi v rozmarinovem eteri¢nem olju je 1,8-cineol, sledi pa ji Se zelo podobna kafra

().
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Slika 2 Strukturne formule spojin, ki delujejo na TRP kanale. Prirejeno po (11).
e 18-CINEOL

V studiji so Takaishi in sodelavci spojino identificirali kot glavno izstopajoco sestavino
novih naravnih antagonistov TRPAL, saj je izkazala izredno visoko sposobnost aktivacije
TRPMS8 ob hkratni zaviralni regulaciji TRPAL. V odvisnosti od odmerka je 1,8-cineol zavrl
TRPA1 drazljaje, katerih aktivacija je bila povzrocena s TRPAL1 agonisti razlicnih
mehanizmov delovanja, kar dokazuje, da 1,8-cineol zavira kemi¢no nocicepcijo. TRPMS je
protein oziroma toplotni kanal, ki zazna hladnost ali padec temperature, TRPAL pa
intenzivno mrzle drazljaje. 1z prakse vemo, da eteri¢na olja bogata z 1,8-cineolom tudi pri
zelo visokih koncentracijah ne povzroc¢ajo mo¢nejSega obcutka hlajenja. Razlog je zavrtje

TRPAL, ki zavira ob¢utek intenzivne hladnosti. Zato lahko 1,8-cineol opredelimo kot



agonista TRPMB8 in antagonista TRPA1 kanalov (11). Odkrili so tudi, da 1,8-cineol aktivira
tudi TRPV3 kanale, ki so vpleteni v zaznavanje toplote. Ta nenavadna kombinacija u¢inkov
na TRPV3 (toplota in analgeti¢ni uCinek), TRPMS8 (hlajenje in analgeti¢ni ucinek) ter
TRPAL (zavrt ob¢utek intenzivne hladnosti) je na molekularnem nivoju pojasnila dolgoletno
uporabo substanc, ki so vsebovale 1,8-cineol, v analgeticne namene (11, 17). Opazili so Se
nezmoznost aktivacije TRPV1 in TRPV2 ter zaviralne ucinke na nastanek prostaglandinov
in citokinov in vitro. Kljub temu pa molekularne tar¢e in podobni mehanizmi delovanja 1,8-

cineola ostajajo nejasni (11, 25).

Povezava z mentolom

Za lajsanje bole€in se uporablja tudi mentol, glavna sestavina poprove mete. Za mentol je
znano, da aktivira tako TRPM8 in TRPAL, kar lahko povzro¢i lagodne ali pa drazece
obcutke. Analgeti¢no deluje preko aktivacije TRPMS, senzori¢no iritacijo pa povzroca z
aktivacijo TRPAL. Socasna uporaba mentola z 1,8-cineolom bistveno zmanj$a drazenje,
verjetno zaradi zaviranja TRPA1 z 1,8-cineolom. Ceprav se mentol v vsakdanjem Zivljenju
veliko uporablja za lajSanje bole¢in, sposobnost, da aktivira TRPAL, omejuje njegovo $ir$o
uporabo kot analgetika (11, 15, 23).

o KAFRA

Je naravno prisotna sestavina eteri¢nih olj, ki imajo protibolecinsko delovanje in predstavlja
do 25 % vsebnosti v rozmarinovem etericnem olju (18). Za kafro je znacilno, da omogoca
tako vroCe kot mrzle zaznave. Obcutljivost na vro€ino lahko razlozimo z aktivacijo na
toploto obcutljivih TRPV1 in TRPV3 kanalov. Deluje tudi z aktivacijo TRPMS, kar lahko
pojasni rezultate psihofizi¢nih Studij na ljudeh, ki so navajali hladna obcutja ob njeni
aplikaciji (21). TRPM8 kanali se aktivirajo na koncentracijsko in temperaturno odvisen
nacin, obcutljivost pa je najvisja v temperaturnem obmod¢ju med 25 in 32 °C. Prav tako se
na njihove razliéne domene vezejo razli¢ne spojine (11, 18, 19). Ko primerjamo delovanje
kafre in mentola, je zanimivo, da je kafra zaviralec z mentolom sprozenih odzivov, saj
aktivacija TRPMS poteka na drugacen nacin. Sposobnost zaviranja z mentolom sprozenih
odgovorov ima tudi 1,8-cineol. Kafra in 1,8-cineol spadata med biciklicne monoterpene,

mentol pa med monociklicne monoterpene. Ta razlika lahko pojasni druga¢no delovanje teh



dveh spojin na TRPMS, razli¢no koncentracijsko obmoc¢je ucinkovanja in mozen drug
mehanizem aktivacije (12, 19). Hipotezo drugacnega nacina delovanja kafre in mentola pa
potrjuje tudi sinergisti¢ni ucinek icilina in kafre, saj je tak efekta pri icilinu in mentolu
odsoten (22). S tem so lahko farmakoloSke lastnosti nadaljnjo razSirjene in sicer na
predpostavko, da imata icilin in kafra enako domeno za aktivacijo TRPM8. Potrebne so
seveda nadaljnje Studije, da bomo dobili se ve¢ podatkov o molekularnih dejavnikih in
mehanizmih vkljucenih v odpiranje TRPM8 kanalov in s tem zagotovili pomembne
informacije za kozmeti¢no in farmacevtsko industrijo (11, 18, 19). Zagotovo pa lahko
uporabimo znanje, ki ga imamo sedaj. Tako lahko trdimo, da kafra ni najbolj primeren
adjuvans v izdelkih, ki vsebujejo mentol, katerega delovanje je usmerjeno v aktivacijo
TRPMS, saj s kafro dosezemo ravno nasprotni uc¢inek. Lahko pa je ucinkovita pri icilin
vsebujocih pripravkih, saj potencira aktivacijo TRPM8 (11, 19). Dvomljiva je tudi uporaba
kafre kot samostojne substance, saj z domnevno aktivacijo TRPV1 povzroca tople in vroce
zaznave, kar bi potencialno lahko ustvarilo peko¢ obcutek in s tem morebitno povecalo
bolec¢ino. Rezultati razli¢nih $tudij pa kazejo tudi, da kafra lahko aktivira TRPMS8 v obmoc¢ju
koncentracij, ki so nizje od tistih, ki se obi¢ajno nahajajo v topikalnih pripravkih (11, 19,
20).

REOLOGIJA

Z reoloskega vidika delimo tekocine v dve skupini:

e Newtonske tekocine so idealizirane tekoc¢ine pri Katerih viskoznost ni odvisnha od

smeri, jakosti in ¢asa delovanja striga, zato pri danem tlaku in temperaturi izkazujejo
konstantno viskoznost. Z narascajoCo temperaturo viskoznost zaradi povecanega
Brownovega gibanja molekul pada, odvisnost med strizno napetostjo in strizno
hitrostjo pa je linearna. Veliko realnih tekoc¢in v dolo¢enem obmocju striznih napetosti

ali temperaturnem obmo¢ju izkazuje newtonsko obnasanje (27).



e Nenewtonske tekocine so realne tekoc¢ine pri katerih odvisnost med strizno hitrostjo in

strizno napetostjo ni linearna. Lo¢imo razli¢ne sisteme:

‘ nenewtonske tekocine ‘
I —
¢asovno ‘ : » ¢asovno ‘
neodvisne ‘ viskoelasticne ‘ odvisne
I . | . | \
psevdoplasticne | dilatantne || plasticne ‘tiksotropne H reopeksne ‘

psevdoplasti¢ni (viskoznost z ve€anjem strizne obremenitve pada),

dilatantni (viskoznost z veCanjem strizne obremenitve narasca),

plastiéni (kot psevdoplasti¢ni, le, da je potrebna dolo¢ena sila-mejna napetost, da snovi
stecejo),

viskoelasti¢ni (kompleksno obnasanje-viskozno in elasti¢no, po razbremenitvi pa
shranjena energija omogoca vrnitev v prvotno obliko, za tisti delez, ki pripada
elasti¢nosti),

tiksotropni (viskoznost s ¢asom in naras$¢ajo¢o obremenitvijo pada, v razbremenitveni
fazi pa se struktura po dolo¢enem ¢asu ponovno zgradi — proces je reverzibilen),
reopeksni (nasprotje tiksotropnemu, v obremenitveni fazi se strukturiranost veca, v

razbremenitveni fazi pa se vzpostavi prvotno stanje) (27, 28).

MERJENJE REOLOSKIH LASTNOSTI

Merjenje reoloskih lastnosti je kljuéno za spremljanje kakovosti izdelkov in njihovih
lastnosti ter se ve¢inoma uporablja v proizvodnji hrane, gum, plasti¢nih mas, barv, ¢rnil in
mnogih drugih izdelkov. Pomembno mesto ima tudi v kozmetologiji, saj omogoca
razjasnitev notranje strukture sistemov, spremljanje fizikalne stabilnosti in obnaSanja
vhodnih materialov pod vplivom temperature ter pomaga pri razvojnem procesu,
optimizaciji, formuliranju, kontroli kakovosti kon¢nih izdelkov in izbiri ustreznih vhodnih

surovin (27, 28, 29).
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V osnovi sta mogoca dva nacina izvedbe meritev: rotacija in oscilacija.

Rotacija se uporablja bolj za raziskovanje psevdoplasti¢nosti, plasti¢nosti in dilatance.
Metoda je podobna merjenju viskoznosti z rotacijskimi viskozimetri (29).

Oscilacija (Slika 3) se pogosteje uporablja za proucevanje reoloSkih lastnosti
viskoelasti¢nih snovi kot so polimerne raztopine, geli, elastomeri. Pri oscilaciji spreminjamo
deformacijo (amplitudo) in frekvenco obremenitve (29). Razli¢ni pogoji izvajanja meritev
0z. obremenitve vplivajo na rezultate, saj lahko prevelika amplituda porusi vezi v materialu
in spremeni lastnosti, prevelika frekvenca pa zakrije viskoznost materiala. Velikost teh dveh
parametrov je odvisna od testiranega materiala in namena uporabe. Potrebno je zagotoviti,
da je amplituda v obmocju linearno viskoelasti¢nih deformacij materiala, sicer ne dobimo

smiselnih rezultatov (27, 29).

Slika 3 Prikaz oscilacije z vzporednima plos¢ama (29).

VISKOELASTICNE LASTNOSTI SNOVI

Notranja mikrostruktura teko€in pri pogojih mirovanja zavzame energetsko najugodnejSe
stanje. Ob obremenitvi sistema se pojavi deformacija, ki z vneseno silo do neke mere
linearno narasca, po deformaciji pa sile v sistemu tezijo k povrnitvi mikrostrukture v stanje
pred mirovanjem oziroma ravnotezno stanje. Pri tem procesu se delez energije uporabi za
preoblikovanje sistema, delez pa se shrani in omogoca vrnitev sistema v prvotno obliko. Dve
osnovni lastnosti materialov kot odziv na delovanje striznih sil sta viskoznost/plasti¢nost in
elasti¢nost, realne snovi pa opredelimo kot viskoelasti¢ne, saj izkazujejo obe vrsti lastnosti.
Vrednotenje viskoelasti¢nih lastnosti nam omogoca sklepanje na strukturo materiala in

razlaganje razli¢nih pojavov znotraj sistema (27).
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Namen reoloske karakterizacije z oscilacijskim testom je dolocitev elasti¢ne in viskozne
komponente. Elasti¢ni modul (G') je modul shranjene energije, viskozni ali plasti¢ni modul
(G") pa je modul energetskih izgub. Idealna trdna snov ima G" = 0, idealna tekocCina pa G' =
0. Odziv materiala na periodi¢no delovanje strizne deformacije prikazuje frekvencna
odvisnost dinami¢nih modulov G' in G". Snov izraza pretezno viskozne/plasti¢ne lastnosti,
ko je G" > G' (npr. polimerna raztopina) in pretezno elasti¢ne lastnosti, ko je G" < G' (npr.
gelska struktura). Pri viskoznem obnasanju opazimo zelo velik vpliv frekvence oscilacije na
dinami¢na modula, ki pa sta izrazito frekvencno neodvisna pri gelski strukturi. Takrat na

grafu opazimo plato, ki je znacilno za viskoelasti¢ne poltrdne snovi (27).
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2.NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je izdelava in fizikalno ovrednotenje kozmeti¢nega izdelka, ki bi

bil namenjen masazi in s tem relaksaciji utrujenih in razbolelih miSic po Sportni aktivnosti.

V zacetku bomo razvili hidrogel kot vehikel, zato bomo najprej izbrali ustrezno gelirno
sredstvo za njegovo izdelavo. Poizkusili bomo z vi§je viskozno in nizje viskozno
hidroksipropilmetilcelulozo (HPMC) ter karbomerom, odloCitev o primernosti pa bo
temeljila na ustreznosti organolepti¢nih lastnosti. Na podlagi senzori¢nih lastnosti bomo
dolo¢ili tudi njegovo optimalno koncentracijsko sestavo. Kozmeti¢no aktivna sestavina, Ki
jo bomo vgradili, bo rozmarinovo eteri¢no olje, saj smo pri pregledu literature ugotovili, da
ima velik potencial pri lajsanju bole¢in. Izdelan kozmeti¢ni izdelek bomo nato izpostavili
stresnim pogojem in ga ovrednotili z vidika fizikalne stabilnosti. Po izpostavitvi stresnim

pogojem bomo spremljali morebitne spremembe videza in rezultate reoloskih meritev.

13



3.MATERIALI IN METODE

e MATERIALI IN APARATURE:

MATERIALLI:

- HPMC Methocel K4M Premium (molska masa = 86000 g/mol; viskoznost (2% vodna
raztopina, 20°C) = 100 mPa’s; stopnja Cistosti > 99%), Colorcon, Velika Britanija,

- HPMC Methocel K100 LV Premium (molska masa = 26000 g/mol; viskoznost (2%
vodna raztopina, 20°C) = 4000 mPa’s; stopnja ¢istosti > 99%), Colorcon, Velika
Britanija,

- karbomer Carbopol 940, stopnja Cistosti > 99% Lex d.0.0., Slovenija,

- trietanolamin, stopnja Cistosti > 99%, Sigma-Aldrich, Nemcija,

- natrijev metilparahidroksibenzoat, stopnja Cistosti > 99.0% Lex d.0.0., Slovenija,

- glicerol, stopnja ¢istosti > 99.0%, Pharmachem Susnik Jozef s.p., Slovenija,

- eteri¢no olje navadnega rozmarina, Lex d.0.0., Slovenija,

A4

- preciScena voda.

APARATURE:

- precizna tehtnica Vibra AJ Tuning-fork Balance (max 1200g), Japonska,

- precizna tehtnica Kern KB (max 360g), Nemcija,

- pH meter Mettler Toledo SevenCompact, Svica,

- centrifuga Centric 322 A, Slovenija,

- hladilnik Gorenje, Slovenija,

- termostat SP-45 Kambic, Slovenija,

- reometer Physica MCR 301, Anton Paar®, Avstrija, nastavek: CP50-2, D = 50mm,
kot 2°.
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e METODE IN POGOJI:

3.1 IZDELAVA HIDROGELOV Z VISOKO VISKOZNO (K4M) HPMC IN NIZKO
VISKOZNO (K100 LV) HPMC

Naredili smo dve seriji gelov (ena serija z visoko viskozno HPMC in druga serija z nizko
viskozno HPMC). Znotraj vsake serije smo poizkusili z dvema na¢inoma izdelave in sicer

s postopkom nabrekanja ter toplim postopkom. Izdelali smo po 100g posameznega gela.
Postopek z nabrekanjem:

Izdelali smo 2,5%, 5% in 10% hidrogele. V patene smo natehtali razli¢ne koli¢ine HPMC
in jih s pomo¢jo pestila raztrli z razlicnimi koli¢inami glicerola. Nato smo postopoma

dodajali prec¢is¢eno vodo do 100g. Sestava hidrogelov je prikazana v Preglednici I. 1zdelane

hidrogele smo pokrili s parafilmom in jih 1 uro pustili nabrekati na sobni temperaturi.

Preglednica I: Izdelava hidrogelov s postopkom nabrekanja.

HPMC (%) [HPMC (g) | glicerol (g) | voda (g)
2,5% 2,5 150

HIDROGKE4IK/I S HPMC - 5 150 do 100g
10% 10 >
2,5% 2,5 150

HIDR?(C;(IJEOLLSVHPMC - 5 150 do 100g
10% 10 150

Topli postopek:

Izdelali smo hidrogele z 2% in 4% in 6% delezem HPMC. Sestava hidrogelov je prikazana
v Preglednici Il. V ¢asah smo 1/3 destilirane vode segreli na 90°C. Dodali smo HPMC in
mocno zmesali, da je priSlo do ¢imbolj popolnega dispergiranja HPMC. Nato smo ob
konstantnem mesanju postopoma dodajali mesanico 3g glicerola in preostalih 2/3

destilirane vode, ki je imela sobno temperaturo.
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Preglednica I1: Izdelava hidrogelov s toplim postopkom.

HPMC (%) | HPMC (g) | glicerol (g) voda ()
0
2% 2 1/3 vode - 90 °C
HIDROGEL S
HPMC K4M 4% 4 3 do 100g
2/3 vode - sobna temp.
6% 6 v P
[0)
2% 2 1/3 vode - 90 °C
HIDROGEL S
HPMC K100 LV | 4% 4 3 |do100g
2/3 vode - sobna temp.
6% 6 P

3.2 1ZDELAVA HIDROGELOV 1Z KARBOMERA

Izdelali smo gele z razli¢nimi koncentracijami karbomera (2,0%, 1,0%, 0,65%, 0,60%,
0,50%, 0,55%, 0,45%, 0,25%). Izdelali smo 100g posameznega gela, postopki so opisani v

nadaljevanju.

Karbomer smo v pateni s pomocjo pestila raztrli s 3g glicerola. Ob mesanju Smo postopoma
dodajali vodo. Pateno smo pokrili s parafilmom in segrevali v vodni kopeli, ki je imela 70°C.
Vmes smo veckrat premesali. Ko je prislo do popolnega raztapljanja karbomera (po 20-30
minutah) smo pateno vzeli iz vodne kopeli in pocakali, da se je raztopina ohladila na sobno
temperaturo. Sledila je nevtralizacija karbomera tako, da smo postopoma in ob konstantnem
mesanju k raztopljenemu karbomeru vlili raztopino vode in trietanolamina (TEA), ki sSmo jo
vnaprej pripravili iz 20g vode in iz ustreznih koli¢in TEA. Ustrezne koli¢ine TEA smo
dolo¢ili empiri¢no tako, da smo karbomer nevtralizirali do pH vrednosti 6 + 0.5. Po vlitju
raztopine vode in TEA smo mesali 5-10 minut, da je priSlo do enakomerne razporeditve in s
tem tudi do enakomerne nevtralizacije karbomera. Pri tem smo pazili, da smo vmesali
¢immanj zra¢nih mehurckov. Na koncu smo nadomestili izparelo vodo na skupno maso
100g.
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3.3 VGRADNJA ETERICNEGA OLJA IN DODATEK KONZERVANSA

Na podlagi senzori¢nih lastnosti smo izbrali ustrezno podlago v katero smo dodali eteri¢no
olje rozmarina. Vgradili smo 0,5%, 1% in 1,5% olja in na podlagi intenzivnosti vonja

dolocili zeleno koli¢ino za vgradnjo.

Izbrani podlagi smo dodali tudi 0,4g natrijevega metilparahidroksibenzoata.

3.4 VREDNOTENJE FIZIKALNE STABILNOSTI HIDROGELOV:

- CENTRIFUGIRANJE

Falkonke smo napolnili z enako maso vzorcev (30g) in jih za 30 minut izpostavili 3000
obratom na minuto. Sledila je organolepticna ocenitev hidrogela. Opazovali smo

homogenost vzorca, mazljivost, vpojnost in obcutek po nanosu.
- CIKLICNI TEMPERATURNI TEST

Po izdelavi vzorcev smo le te pustili 24 ur na sobni temperaturi. Sledila je izvedba
temperaturnega stabilnostnega testa. Vzorce smo napolnili v falkonke in jih izmeni¢no
izpostavili povisanim temperaturam v komori (40°C) in znizanim temperaturam v hladilniku
(4°C). Izvedli smo 3 cikle. En cikel traja 48 ur; 24 ur na 40°C in 24 ur na 4°C. Vmes smo
vzorce 1 uro hranili na sobni temperaturi, da so se postopoma temperirali. Sledilo je merjenje
pH in reoloskih parametrov. Po koncu vsakega cikla in pred meritvami smo vzorce 1 uro

hranili na sobni temperaturi.

MERJENJE pH

Merjenje smo izvedli s pH-metrom in sicer tako, da smo elektrodo postavili v izdelan
hidrogel in od¢itali vrednost na ekranu. Za ¢imbolj to¢ne in verodostojne rezultate smo pred
vsakim merjenjem elektrodo temeljito sprali z destilirano vodo. Merili smo pri sobni

temperaturi.
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MERJENJE REOLOSKIH LASTNOSTI

Meritve reoloskih lastnosti smo izvajali z reometrom Physica MCR 301 (Slika 4). Uporabili
smo merilni sistem stoZec-ploséica (CP 50-2) in merili pri temperaturi 25°C. Na spodnjo
staticno plos¢o smo dali priblizno 1mL vzorca, nato pa stozec spustili do merilne pozicije,

ki je izpodrinila viSek vzorca, ki smo ga nato odstranili.

Slika 4 Reometer Physica MCR 301 z merilnim sistemom stozec-plos¢a (vir: osebni arhiv).

Vzorce smo najprej pomerili 24 ur po izdelavi in nato po koncu vsakega cikla. Pred
meritvami smo vzorec 1 uro hranili na sobni temperaturi. Za nacin merjenja smo izbrali
oscilacijo. Za vsakega od vzorcev smo naredili amplitudni in frekvencni test s katerima smo
dolocali viskoelasti¢ne lastnosti nasih poltrdih vzorcev. Reolosko ovrednotenje sistema je
zajemalo dolocitev deleza elasti¢nega (G') in viskoznega (G") doprinosa k viskoelasti¢cnemu

odzivu.

- Amplitudni test

Amplitudni test smo izvedli pri konstantni frekvenci oscilacije in dolocili linearno
viskoelasticno obmocje (LVO). Merili smo pri frekvenci 10 rad/s in pri tem zvezno
povecevali strizno deformacijo od 0.01 do 100% ter merili G' in G". 1z dobljenih meritev pa
ugotovili obmogje linearnega odziva in dolo¢ili strizno deformacijo, pri kateri bomo izvajali

frekvencne teste.
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- Frekvenéni test

Frekvencne teste smo izvajali pri strizni deformaciji znotraj LVO. V nasem primeru pri 1%
deformaciji. Merili smo elasti¢ni (G') in viskoznostni (G") modul v 20 merilnih toc¢kah v
frekvenénem obmocju od 0.1 do 100 rad/s. Meritve smo izvajali pri nedestruktivnih striznih
pogojih. Da bi rezultate lahko neposredno primerjali med seboj, smo meritve vseh vzorcev
opravili pod enakimi pogoji (pri strizni deformaciji 1%). Opazovali smo oblike izrisanih

krivulj, ki so nam sluzile kot osnovna informacija o reoloskem obnasanju sistemov.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Geli so zelo razsirjena dostavna oblika razli¢nih KAS, lastnosti gelov pa so odvisne od
interakcij med 3-D resetko premreZenega polimera in v njej ujete teko¢e komponente (30,
31). S tremi sredstvi za geliranje (visoko viskozna HPMC, nizko viskozna HPMC,
karbomer) smo izdelali razlicne vrste hidrogelov, ki naj bi sluzili kot vehikel za vgradnjo
rozmarinovega olja. Na podlagi organolepti¢nih lastnosti smo empiri¢no doloc¢ili optimalen
delez tvorilca gelske resetke. Sledilo je senzori¢no ovrednotenje in izbor najustreznejSega.
Pozornost smo namenili izgledu, razmaznosti, vpojnosti in obcutku na kozi. Izbranemu
hidrogelu smo nato dodali razli¢ne koli¢ine rozmarinovega eteri¢nega olja (0,5%, 1%, 1,5%)
in na podlagi intenzivnosti vonja dolocili Zeleno koli¢ino za vgradnjo. Dodali smo tudi 0,4g
natrijevega metilparahidroksibenzoata, ki ima v hidrogelu vlogo konzervansa, nato pa smo
izdelane hidrogele izpostavili stresnim pogojem (centrifugiranje, temperaturni test) ter jim
izmerili reoloSke lastnosti in pH ter jih tako fizikalno ovrednotili. Podrobnosti sledijo v

nadaljevanju poglavja.

4.1 1ZDELAVA IN VREDNOTENJE HIDROGELOV Z VISOKO
VISKOZNO (K4M) HPMC IN NIZKO VISKOZNO (K100 LV)
HPMC

Primerjava postopkov priprave

Pri izdelavi hidrogelov iz HPMC smo najprej poizkusili s postopkom nabrekanja, saj je to
najbolj pogost nacin izdelave hidrogela s HPMC. HPMC raztremo z glicerolom, dodamo
vodo, pokrijemo s parafilmom in jih pustimo 1 uro na sobni temperaturi. V tem ¢asu HPMC
nabrekne in gelira.

Topli postopek izdelave gelov iz HPMC temelji na dejstvu, da je HPMC pri temperaturi 80-
90°C zelo slabo topna. Topnost se ob dodatku hladnejse (sobna temperatura ali nizja) vode
poveca in pripravek z ohlajanjem gelira (32, 33). Kljub dobremu me$anju so na vrhu ostajali

beli kosmici, ki pa so se (¢e koncentracija polimera ni bila prevelika) sCasoma raztopili.

Postopek nabrekanja je ¢asovno potratnejsi od toplega postopka, vendar bi morebitna
slabost toplega postopka lahko bila vgradnja hlapne oziroma termi¢no nestabilne

kozmeticno aktivne sestavine (KAS). Le ta pri vgradnji pred geliranjem ne bi bila stabilna.
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Taka sestavina je tudi rozmarinovo eteri¢no olje, zato bi ga ob uporabi tega postopka morali
dodati Sele po koncanem nabrekanju. Sicer pa sta bila oba postopka ustrezna in nista

vplivala na konéni rezultat izdelanih hidrogelov.

Vpliv razliénih koncentracij HPMC na organolepti¢ne lastnosti

Sledilo je organolepti¢no vrednotenje izdelanih hidrogelov. Vsi nastali geli so bili prozorni
z veliko zra¢nih mehurckov. Takoj smo ugotovili, da je 5% koncentracija HPMC K4M
obc¢utno previsoka, saj jo je bilo pri hladnem postopku tezko raztreti, poleg tega je bil videz
nastalega gela nehomogen, pri toplem postopku pa so na vrhu ostajali beli kosmici, ki se
niso raztopili. 2,5% koncentracija HPMC K100 LV je bila 2,5% obcutno prenizka, saj je bil

pripravek tekoc.

Naslednje spoznanje do katerega smo prisli je bilo, da za vehikel HPMC K4M ne bo
primerna, saj gel med nanosom pusca bele lise in lepljiv obcutek ter ob suSenju na kozi tvori
film, ki zateguje in se lus¢i v belih kosmih. Hidrogeli s HPMC K100 LV so bili bistveno
bolj mazljivi kot geli iz HPMC K4M in niso puséali vidnih lis med nanosom, vendar pa so

bili prav tako lepljivi ter so ob susenju na kozi tvorili pocasi vpojen film, ki se je lus¢il.

Vpliv glicerola na senzori¢ne lastnosti

Pri izdelavi hidrogelov smo uporabili tudi glicerol, ki ima v hidrogelu vlogo vlazilca.
Potreben je bil ze zaradi raztrtja HPMC (pri postopku nabrekanja), pri izdelavi pa smo ga
enkrat namenoma izpustili. Vemo namrec¢, da je glicerol zelo viskozna tekocina, ki je rahlo
lepljiva, zato nas je zanimalo, ¢e njegova prisotnost vpliva na lepljivost gela. Ugotovili smo,
da z zmanjSanjem koli¢ine glicerola iz 10% na 5% hidrogel s HPMC (K4M in K100 LV)
ostaja lepljiv, s poizkusom, kjer je bil glicerol odstoten pa smo potrdili, da lepljivost

povzroca sama hidroksipropilmetilceluloza in ne glicerol.

Po izdelavi z obema postopkoma smo sicer opredelili okvirno koncentracijsko obmocje, ki
bi bilo ustrezno za razli¢ni vrstt HPMC (za HPMC K4M bi to bilo pri 2%, za HPMC K100
LV pa pri 6%), vendar smo zaradi neustreznih senzori¢nih lastnosti nadaljnjo raziskovanje

opustili in se usmerili v izdelavo gelov iz karbomera.
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42 1ZDELAVA IN VREDNOTENJE HIDROGELOV IZ
KARBOMERA

Sledila je izdelava gelov s karbomerom. Uporabili smo Carbopol 940, ki je le eden izmed
mnogih. Ze po prvem organolepti¢nem ovrednotenju je bila izbira tega vehikla ustreznejsa.
Pri ustreznih koncentracijah so namre¢ nastali transparentni nelepljivi geli zelo dobre
razmaznosti in vpojnosti. Imeli so torej vse lastnosti na katere smo upali in si Zeleli, da bi jih
imela nasa podlaga za vgradnjo rozmarinovega olja. Odlocili smo za osnovo iz karbomera,
zato smo Se podrobneje preucili literaturo o njem. Spoznali smo, da so karbomeri premrezeni
homopolimeri akrilne kisline, ki se v farmaciji in kozmetologiji veéstransko uporabljajo in
sicer kot sredstva za geliranje, stabilizatorji emulzij, suspendirajo€a sredstva in zgoScevala.
Uporabljajo se v kremah, gelih in mazilih ter za aplikacijo v o¢i. Nahajajo se v suhi obliki
kot bel, voluminozen, higroskopen, mo¢no ioniziran in rahlo kisel prah z znacilnim vonjem
(34). Po nevtralizaciji mo¢no nabreknejo na 1000-kratni svoj volumen. Kot baze za
nevtralizacijo in geliranje karbomerov se najpogosteje uporabljajo natrijev hidroksid
(NaOH), kalijev hidroksid (KOH) ali trietanolamin. NaOH in KOH dajta zelo ¢vrste gele,
amini (TEA) pa Sibkejse (35). Odlocili smo se za nevtralizacijo s trietanolaminom, saj
aplikacija izdelka za masazo zahteva le zmerno Cvrstost gela. Nevtralizacija privede do
tvorbe gela, saj pride do iztega molekul polimera in s tem nastanka 3-D gelske resetke v
katero se ujame voda. Do iztega molekul pride z nevtralizacijo karboksilnih skupin polimera
zaradi vezave amino skupin dodane baze. To povzroci prerazporeditev medmolekulskih
interakcij, ki spremenijo molekulo karbomera iz premrezenega v iztegnjeno stanje (Slika 5
in Slika 6). Nastala sol se nato raztopi in ionizira ter omogo¢i ureditev/premrezenje molekul

v obliko gelske resetke, ki je odgovorna za zgos¢evanje (36).

O NH;
C=0
C=0 C=0
NH0 NH;O
Slika 5 Molekula karbomera v Slika 6 Molekula karbomera v iztegnjenem
osnovnem stanju (36). stanju (po nevtralizaciji-tvorba soli) (36).
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Za dosezeno ustrezno viskoznost hidrogela so dovolj Ze zelo nizke koncentracije Carbopola
940 (0,1% do 2%) (37). Za osnovno orientacijo, kolik§na bo primerna koli¢ina karbomera,
smo izdelali ve¢ hidrogelov z razli¢nimi koncentracijami karbomera (2%, 1%, 0,5%, 0,25%).
Takoj smo ugotovili da sta 2% in 1% obcutno previsoki koncentraciji ter 0,25% obcutno
prenizka. Koncentracija 0,5% je bila najblizja Zzeleni. Za podrobnejso opredelitev pa smo
izdelali e gele z 0,45%, 0,50%, 0,55%, 0,60%, 0,65%. V Preglednici Il so podane

ugotovitve o senzori¢nih lastnostih za vsako koncentracijo posebej.

Preglednica I11: Senzori¢ne lastnosti gelov glede na koncentracijo karbomera.

0,45% preve¢ voden

0,50% malenkost voden

0,55% najbolj ustrezen

0,60% ustrezno ¢vrst, vendar se po aplikaciji predolgo ¢asa obdrzi na kozi
0,65% preve¢ kompakten, nehomogen, se predolgo ¢asa obdrzi na kozi

Ostali rezultati:

- Raztrtje karbomera z glicerolom ni bilo ustrezno, saj je nastala zve¢ilnemu gumiju podobna
gmota. Le ta se nato na kopeli ni popolnoma raztopila. Zato smo poizkusili polimer raztreti
z raztopino glicerola in vode, kar se je izkazalo za izredno ustrezno. Pomesali smo 3g
glicerola in 2,59 vode in s tem raztrli karbomer. Nato smo do 100g dopolnili z vodo. Na ta
nac¢in smo uspeli karbomer gladko in enakomerno omo¢iti pred dodatkom preostale vode, ki

smo jo vlili ob postavitvi patene na kopel.

- Preostalo vodo smo dodajali postopoma, da se je karbomer pocasi razprostiral. Pri tem smo
pazili, da niso nastajali ve¢ji skupki. Pomembno je bilo, da smo v pateno dolili hladno (sobna
temperatura) vodo, da se je karbomer med segrevanjem vsebine pocasi raztapljal. Dodatek
tople ali vroce vode namre¢ povzroCi le nabrekanje zunanjosti polimera, kar onemogoci
enakomerno hidratacijo ostalih molekul v njegovi notranjosti. Tako nastanejo granule, ki se
ne glede na Cas segrevanja ne raztopijo popolnoma, zaradi ¢esar nastane nehomogen gel.

(35, 36, 37).
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- Za homogen videz je bilo pomembno tudi, da smo karbomer dovolj dolgo segrevali na
kopeli, da se je popolnoma raztopil (ni vidnih vecjih skupkov polimera). Dolo¢ili smo, da je

za 100g izdelka potrebno 20 do 30-minutno segrevanje.

- Nabrekel karbomer smo vzeli iz vodne kopeli in pocakali, da se je ohladil na sobno
temperaturo. Nevtralizirali Smo ga z raztopinami razli¢nih koli¢in TEA in vode. Uporabili
smo 5g, 10g ali 20g vode in ugotovili, da je najbolje nevtralizirati s TEA raztopljenim v 20g
vode, saj se baza enakomernejSe razporedi ¢ez vsebino in nevtralizacija potece hitreje. Kljub
temu smo za enakomerno nevtralizacijo morali mesati nekaj minut, s tem pa je prislo tudi do
nezelenega umesanja zraka. Raztopina je pred nevtralizacijo rahlo motnega videza, po
nevtralizaciji pa pripravek postane popolnoma transparenten z veliko zra¢nih mehurckov.
Koli¢ina TEA, ki je zadostovala za nevtralizacijo 0,5% karbomera na pH vrednost 6 + 0.5 je

bila 0,4q.

- Pomembno je obvezno pokrivanje patene s parafilmom, saj zaradi dolgega segrevanja na
vodni kopeli pride do zelo velikega izhlapevanja vode. Tako izdelan gel ne odraza

zastavljene koncentracije karbomera, zato na koncu nadomestimo izparelo vodo.

- Glicerol ima poleg raztrtja karbomera tudi vlogo vlazilca in fizikalnega stabilizatorja, saj
karboksilne skupine karbomera s hidroksilnimi skupinami glicerola tvorijo vodikove vezi,

ki povecajo rigidnost strukture (37, 38).

4.3 VGRADNJA ETERICNEGA OLJA

Izdelali smo vzorce brez KAS in s KAS. Geli brez KAS so bili transparentni, geli, ki smo
jim dodali roZmarinovo eteri¢no olje pa so ob dodatku postali opalescentni. To je posledica
drugac¢nih lomnih koli¢nikov vodne in oljne faze. Jakost opalescentnosti je bila odvisna od
koli¢ine dodanega olja. Vec kot ga je bilo, bolj je bil gel opalescenten. Koli¢ino dodanega
eteri¢nega olja omejuje tudi uredba o varnosti kozmeti¢nih izdelkov, ki za uporabo dovoljuje
maximalno koncentracijo 1,5 % eteri¢nega olja (39, 40). V nas izdelek smo se odlo¢ili dati
le 1%, saj je pri vecji koncentraciji vonj preve¢ izrazit in s tem mote¢. Pomembno pri sami
vgradnji kozmeti¢no aktivne sestavine je, da rozmarinovo olje dodamo Sele takrat, ko je

raztopina karbomera skoraj popolnoma ohlajena na sobno temperaturo, da ne pride do
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prevelikega izhlapevanja etericnega olja. Zaradi enakomerne razporeditve uc¢inkovine pa je

priporocena nevtralizacija $ele ob koncu formuliranja (36).

Pred vgradnjo bi bilo za Zeleno funkcijo izdelka smiselno zagotoviti olje s ¢im vecjo
koncentracijo 1,8-cineola. Ugotovili smo, da je to velikokrat problemati¢no, saj proizvajalci
skoraj nikoli ne navajajo popolne sestave olja. Le ta pa mo¢no variira glede na Stevilne
dejavnike (genetika, geografski izvor, klimatski pogoji, ¢as Zetve, pogoji shranjevanja,
metode pridobivanja, itd.). To lahko negativno vpliva na vsebnost aktivnih komponent olja
in s tem na kakovost kozmeti¢nega izdelka (41, 42). Za zagotovitev Zelenega aktivnega
delovanja rozmarinovega olja bi bilo torej potrebno od proizvajalca oziroma dobavitelja
etericnega olja zahtevati podatke o natancni analizi sestave olja. Tako kot vecini etericnih
olj na trgu, tudi naSemu olju primanjkuje podatkov o sestavi. Poizkusili smo sicer
kontaktirati dobavitelja, vendar zal neuspesno, zato z vidika delovanja posameznih substanc
tezko z gotovostjo trdimo o pricakovanem u¢inkovanju na TRP kanale. Menimo pa, da bi te
podatke lahko dobili, ¢e ne bi §lo le za namene raziskovalne naloge, temve¢ bi jih zahtevali

kot poslovni partnerji.

4.4 DODATEK DRUGIH SPOJIN

Rozmarinovo olje bi lahko kombinirali $e z drugimi eteri¢nimi olji, vendar bi bila pred tem
potrebna zelo natan¢na preucitev lastnosti njihovih sestavin. Morali bi se namre¢ prepricati,
da ne povzrocajo nasprotno delujoc¢ega ucinka na TRP kanale. Najboljsi pa bi bil dodatek
olj, ki bi zagotovila sinergisti¢no delovanje. Za opredelitev katera so to, so potrebna dodatna

odkritja, saj zaenkrat obstaja ogromno $tudij z nasprotujo¢imi rezultati.

Da bi izboljsali transparentnost izdelka bi v hidrogel lahko dodali solubilizator vendar, ker
je prisotna opalescentnost le povsem obicajen pojav sipanja svetlobe, se za kaj takega nismo

odlo¢ili.

Dodali bi lahko tudi UV absorbent, saj pod vplivom UV Zarkov lahko pride do razgradnje
karbomera. To bi povzrocilo izgubo viskoznosti, kar bi lahko imelo negativen vpliv na
fizikalno stabilnost (30, 37). Za dodatek UV absorbenta pa se nismo odlocili, saj lahko

namesto tega uporabimo ne-transparentno ovojnino.
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Sestavina, ki jo moramo v izdelek nujno dodati je konzervans, saj je zaradi velike vsebnosti
vode hidrogel moc¢no podvrzen mikrobioloski kontaminaciji. Uporabili smo natrijev
metilparahidroksibenzoat. Zaradi enakomernej$e porazdelitve smo konzervans dodali pred
nevtralizacijo s TEA. Dodali smo 0,4%, kar je maksimalna dovoljena koncentracija,
regulirana z uredbo o kozmeti¢nih proizvodih (39). Najvecjo dovoljeno koncentracijo smo
uporabili, da smo se v vecji meri izognili morebitni razrasti mikroorganizmov v vzorcih, saj
bi to lahko motilo proces nasega testiranja. Eteri¢no olje rozmarina ima sicer protimikrobne
lastnosti (26), zato bi najverjetneje zadostovala ze manjsa koli¢ina konzervansa, vendar bi
bilo za dolo¢itev minimalne zaviralne koncentracije potrebno $e mikrobiolosko testiranje, ki

pa ni bilo del nasega vrednotenja.

4.5 VREDNOTENJE FIZIKALNE STABILNOSTI HIDROGELOV

Ucinkovit razvoj in izdelava kvalitetnega izdelka sta tesno povezana z vrednotenjem
fizikalno-kemijskih lastnosti in s tem stabilnosti. Evropska uredba o kozmeti¢nih proizvodih
za zagotavljanje fizikalne, kemijske in mikrobioloske kakovosti kot tudi funkcionalnosti in
estetike predlaga izvedbo vrednotenja z raznimi metodami in pod posebnimi pogoji .
Stabilnostni testi so eksperimenti, s katerimi vzorce izpostavimo razlinim vrstam
obremenitev za dolo¢en ¢as in tako simuliramo stresne pogoje, ki bi jim bil izdelek
potencialno lahko izpostavljen. Opravimo jih v zacetni fazi razvoja formulacije (39, 44). S
tem dobimo informacijo o lastnostih izdelka, posledi¢no pa tudi o njegovi kakovosti in
funkcionalnosti. Za ugotavljanje lastnosti izdelkov ne obstaja povsem standardnih
protokolov vrednotenja in to¢no dolo¢enih principov testiranja, zato priporo¢ilom institucij
in njihovim predpisanim smernicam sledimo skladno z lastno strokovno presojo. Kozmeti¢ni
izdelki imajo zelo raznoliko sestavo, kar upostevamo tudi pri izbiri analiznih tehnik. Na§
hidrogel je tako prestal centrifugiranje in ciklicni temperaturni test, za popolnejSe
ovrednotenje pa smo opazovali tako organolepti¢ne kot reoloSke lastnosti ter izmerili pH
vrednost. Glede na senzori¢ne in reoloSke lastnosti Smo dolocali stabilnost in s tem

ustreznost izdelka za uporabo.

Centrifugiranje

Centrifugalni test je obremenitveni test, pri katerem vzorce izpostavimo centrifugalni sili in

tako preizkusamo in opazujemo obnasanje izdelka pod stresnimi pogoji. Obicajno
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stimuliramo ekstremnejSe pogoje, kot jim je izdelek v resnici izpostavljen. To naredimo z
namenom ugotavljanja, napovedovanja in zagotavljanja stabilnosti, saj tekom transporta
prihaja do razli¢nih vibracij, ki pa ne smejo vplivati na fizikalne lastnosti nasega izdelka.
Vzorce smo izpostavili 3000 obratom/min za 30 minut, kar je zaradi velike sile in dolge
Casovne enote kar precejSna obremenitev. Ni bilo vidne porusitve strukture vzorcev, kar
nakazuje na razmeroma visoko stabilnost izdelanih hidrogelov. Karbomer o¢itno tvori zelo
stabilno 3-D resetko in vanjo dobro veze tekoCo fazo. Najverjetneje pa do razplastitve ni
priSlo tudi zaradi koli¢insko le majhnega dodatka olja. Vzorci so ostali prakticno
nespremenjeni razen najvidnejsSe stvari-izginotja zra¢nih mehurckov. To je bila pozitivna
sprememba, saj vemo, da prisotnost zraka lahko sprozi ali pospesi razlicne nezelene procese
znotraj izdelka. Centrifugiranje bi torej lahko uporabili kot na¢in priprave vzorcev pred
nadaljnjim testiranjem. Tako bi dobili realnejSe rezultate, saj bi tudi med resni¢no
proizvodnjo uporabljali mesala sklopljena z vakumskimi sesalniki, ki bi odstranili odvecen

zrak.

Cikli¢ni temperaturni test

Cikli temperaturnih obremenitev so zelo uporabljena in priporo¢ena metoda stresnega
testiranja poltrdnih sistemov. Pri takih izdelkih namre¢ velikokrat pride do locitve faz, kar
lahko negativno vpliva na predvideno in Zeleno funkcijo. Vzorce izmeni¢no izpostavimo
seriji veckratnih hitrih in ekstremnih sprememb poviSevanja in zniZevanja temperatur.
Sprememba temperature je glavni parameter, ki povzro¢i hitre kemijske in fizikalne
spremembe v formulacijah (45). S temperaturnim ciklanjem, ki je stresna oblika testiranja
fizikalne stabilnosti, lahko v kratkem ¢asovnem obdobju dobimo pomembne informacije o
fizikalni stabilnosti izdelka. Testiranje je uporabno predvsem za napovedovanje in
zagotavljanje stabilnosti za namene transporta, saj lahko podnevi in pono¢i prihaja do velikih
temperaturnih preobratov, ki bi lahko vplivali na lastnosti. Rezultati pa koristijo tudi kot
informacija za navodila o pravilnemu shranjevanju izdelka med rokom uporabe. Testirali
smo tri razli¢ne koncentracije gela (0,50%, 0,55%, 0,60%). VVzorca z najmanj$o (0,45%) in
najvecjo (0,65%) koncentracijo karbomera smo ze pred tem izloCili iz testiranja, Saj
senzori¢no nista ustrezala zahtevam za optimalen izdelek. Smernice predlagajo 3-5 ciklov
(43). 1zvedli smo jih le 3, saj smo tekom meritev ugotovili, da test ni povzrocil ve¢jih opaznih
razlik (organolepti¢no in reoloSko). Prednost tega testa je razmeroma kratek ¢as testiranja

(~8 dni) s katerim hitro ugotovimo in napovemo kako problemati¢na zna biti stabilnost
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nasSega sistema. Za dokoncno potrditev stabilnosti bi morali narediti Se dodatne teste, ki jih
predlagajo smernice kozmeti¢ne industrije. NajprimernejsSe je teste izvajati v originalni
ovojnini, saj to prikaze najbolj realno stanje, vendar je na$ izdelek ni imel, zato sSmo
stabilnost dolocali v falkonkah. Po koncu ciklanja smo vzorcem pomerili pH, reoloske
lastnosti pa smo spremljali ze med posameznimi cikli. Zaradi porabe vzorcev pri reoloskem
testiranju smo morali za nemoteno delo zagotoviti zadostno koli¢ino hidrogela, kar se je v

nasem primeru izkazalo za okoli 200g (45).

Merjenje pH

Karbomeri imajo zaradi prisotnin —COOH vezi (vsebujejo 56-68 % karboksilnih skupin
glede na suho snov) anionski znacaj in so kisli (pH 3-4). Po dodatku baze pride do ionskih
interkacij med kislimi karboksilnimi skupinami polimera in amino skupinami dodane baze.
Posledica je iztegnitev molekul in nastanek gelske resetke, v katero se ujame voda. Naso
formulacijo smo nevtralizirali na pH vrednost 6 + 0.5, saj smo zeleli zagotoviti rahlo kisel
pH, ki bi ustrezal pH-ju ¢loveske povrsine koze. S tem namre¢ poskrbimo za vzdrzevanje
Kislinsko-bazi¢nega ravnotezja ¢loveske povrhnjice. Velika prednost uporabe tega gelirnega
sredstva je torej tudi moznost prilagajanja pH na Zeleno vrednost. Poleg tega pripravki iz
karbomera ostanejo stabilni v zelo Sirokem pH obmodju (36). To prikazuje tudi Slika 7, na

kateri je razvidno da je v obmoc¢ju pH vrednosti 4,5-11 viskoznost prakti¢no konstantna.
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Slika 7 U¢inek pH na viskoznost 0,5% raztopine razli¢nih vrst Carbopola. Prirejeno po (36).
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Vrednosti pH pred in po cikli¢nem testiranju smo med seboj primerjali in opredelili, ¢e je
temperaturni test povzrocil kakrsnokoli signifikantno spremembo pH. V Preglednici 1V so
prikazane izmerjene vrednosti. Spremembe pH spremljamo, saj so lahko pokazatelj
porusitve gelske strukture. Zaradi majhne kolicine oljne faze smo pri¢akovali, da ne bo prislo
do vecjih sprememb, naSa pricakovanja pa so se uresnicila. Zaklju¢imo lahko, da ni prislo
do skoraj nikakr$ne spremembe pH, saj se vrednosti med seboj razlikujejo le za okoli 0,05

enote, kar je najverjetneje le posledica nacina delovanja aparature in naSega odc¢itavanja.

Preglednica IV: pH vrednosti hidrogelov.

HIDROGEL BREZ KAS HIDROGEL S KAS
KONCENTRACIJA | pH ob izdelavi | pH po 3. ciklu | pH ob izdelavi | pH po 3. ciklu
0,50 % 6,10 6,10 6,05 6,20
0,55 % 5,95 5,90 5,85 5,95
0,60 % 5,80 5,75 5,80 5,80

Koli¢ino trientanolamina, ki je potrebna za nevtralizacijo na zeljen pH smo morali najprej
eksperimentalno dolociti. Pri orientaciji SO nam pomagali podatki iz literature (35, 36, 37).
Nasa naloge je bila fizikalno ovrednotenje izdelanega kozmeti¢nega pripravka, zato se nismo
toliko posvetili mikrobioloski stabilnosti, ki pa seveda mora biti zagotovljena, saj to
posledi¢no lahko vpliva tudi na fizikalno stabilnost. 1zdelek je namre¢ hidrogel, kar pomeni,
da vsebuje veliko vode in mu je zato za zaSCito pomembno in prakticno nujno dodati
konzervans. Pred izpostavitvijo temperaturnemu testu smo zaradi visokih temperatur in s
tem Se poveCanih moznosti za razvoj mikroorganizmov hidrogelu dodali natrijev
metilparahidroksibenzoat, ki ima kationski znacaj. Zanimivo je bilo, da je Ze ob dodatku
konzervansa pripravek rahlo geliral. Kot Ze omenjeno, so karbomeri polimeri akrilne kisline
In imajo anionski znacaj, kar pomeni, da normalno interagirajo z vsemi vrstami kationov. Ta
proces je nujen za nevtralizacijo, saj so ravno kationi dodanih baz tisti, ki sprozijo geliranje.
S polimerom tvorijo sol in spremenijo obliko molekule karbomera, ki nato tvori 3-D gelsko
reSetko. Reakcije s kationi pa niso vedno zazelene, saj lahko povzrocijo tezave ali
nevsecnosti pri formuliranju (35). V manj$i meri se je to zgodilo nam ob dodatku
konzervansa. Ugotovili smo, da ze sam konzervans dvigne pH pripravka, za kar so o€itno

odgovorni njegovi natrijevi Kkationi, ki se sprostijo ob raztopitvi soli-natrijevega
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metilparahidroksibenzoata v vodi in se razporedijo okoli polimera ter ga Zze deloma
nevtralizirajo. To je pomenilo, da smo morali ponovno najti ustrezno koli¢ino TEA za
zastavljeno stopnjo nevtralizacije. Za nevtralizacijo okoli 0,59 karbomera na pH 6 = 0.5 smo

sprva potrebovali 0,4g TEA, nato pa je zadostovalo ze 0,2g TEA.

Merjenje reoloskih lastnosti

Pred meritvami smo vzorce 1 uro hranili na sobni temperaturi, da so se temperirali. To je
bilo pomembno, saj drugace rezultati niso odrazali realnega stanja, kar je zahtevalo
ponovitev meritve. VVzorce smo pomerili ob izdelavi in nato po koncu vsakega cikla. Za
na¢in merjenja smo izbrali oscilacijo, uporabili pa smo merilni sistem stozec-plos¢ica.
Prednosti tega senzorskega sistema so enostavnost doziranja vzorca in ¢i§¢enje merilnega
sistema po opravljeni meritvi ter majhne koli¢ine potrebnega vzorca. Vzorec se pri
premikanju znotraj merilnega sistema upira z dolo¢enim navorom, ki ga merilni in§trument
zazna. Ta signal se pretvori v elektri¢nega, racunalniski program pa lahko izrac¢una reoloske
parametre. Izdelane hidrogele smo podvrgli termi¢nemu stresu in jim po to¢no dolo¢enem
¢asovnem razporedu izmerili viskoelasti¢ne lastnosti. Reolosko ovrednotenje sistema je
zajemalo dolocitev deleza elastiénega (G') in viskoznostnega (G") doprinosa k
viskoelasticnemu odzivu. ldealno elasti¢no snov predstavimo samo z G', medtem ko idealno
viskozno snov opisemo samo z G". V realnosti skoraj vsi materiali izkazujejo tako elasti¢ne
kot viskozne lastnosti in jih zato lahko z vidika reologije natan¢no opiSemo le s
proucevanjem obeh modulov. Opazovali smo oblike izrisanih krivulj, ki so nam sluzile kot
osnovna informacija o reoloskem obnasanju sistemov. Za naso formulacijo smo pricakovali

visoko stabilnost, saj se je hidrogel zelo dobro izkazal Ze pri testu s centrifugiranjem.

Prva stopnja dolo¢anja viskoelasti¢nih parametrov je bila izvedba amplitudnega testa pri
konstantni frekvenci oscilacije. Z njim smo dolo¢ili linearno viskoelasticno obmodje
(LVO), torej obmocje nedestruktivnih pogojev. Test izvajamo tako, da zvezno povecujemo
amplitudo strizne deformacije in merimo odziv. Ko notranja struktura vzorca popusti, se
vrednosti reoloskih koli¢in spremenijo in odziv ni ve¢ linearen. Takrat pride do porusitve
strukture, v tem obmocju pa rezultatov ni ve¢ smiselno interpretirati. Nadaljnje teste
(frekvencne) zato izvajamo v obmocju nizjih amplitud kot je zgornja meja linearnega
viskoelasti¢nega odziva. Linearno viskoelasti¢no obmogje je bilo do 1% strizne deformacije

ter je prikazano na Sliki 8.
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Slika 8 Grafi¢ni prikaz linearnega viskoelasti¢nega obmocja (LVO) vseh meritev (tri
razli¢ne konentracije (0,50%, 0,55%, 0,60%) v Stirih razli¢nih ¢asovnih toc¢kah - ob

izdelavi in po vsakem ciklu).

Dolo¢itev LVO je bila potrebna po vsakem ciklu in za vsako koncentracijo posebej. Med
posameznimi cikli so velikosti modulov ostajale konstantne do 1% strizne deformacije, kar
je pomembno, saj nam meritve pri enakih pogojih omogocajo primerljivost frekvenénih

grafov.

Naslednji korak pri meritvah viskoelasti¢nih lastnosti snovi so frekvencni testi, ki zajemajo
stopenjsko povecevanje frekvence oscilacije. Tako dolo¢imo frekvencno odvisnost
dinami¢nih koli¢in v pogojih, ko se notranja struktura snovi ne podira. S spreminjanjem
frekvence oscilacije med meritvijo spreminjamo hitrost vnesene deformacije. Kot rezultat
dobimo spekter odzivov snovi na ¢asovni potek eksperimenta. To nam omogoca sklepanje
na tip mikrostrukture prouc¢evane snovi, na jakost vezi med strukturnimi elementi in stopnjo

geliranosti (45).
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Skozi ciklanje smo pri hidrogelih s KAS opazili manjsi upad obeh modulov, kar nakazuje
na rahlo porusitev strukture. Kot primer prikaza upada modulov prilagamo graf hidrogela s
koncentracijo karbomera 0,50% (Slika 9), saj je le ta zaradi najmanjse koli¢ine dodanega
karbomera imel najSibkejSo gelsko strukturo. Grafi pri ostalih koncentracijah prikazujejo

podoben upad, zato niso prilozeni.

1 4
10 T10
| Pa
0,50 % s KAS 1
CP50-2-SN22764; d=0,209 mm
- G' Storage Modulus
—A- G" Loss Modulus
0,50% s KAS - 1.cikel 1
* CP50-2-SN22764; d=0,209 mm
G' - G' Storage Modulus
—— —&~ G" Loss Modulus
i
* = 0,50% s KAS - 2.cikel 1
G" CP50-2-SN22764; d=0,209 mm
& - G' Storage Modulus
A
—4- G" Loss Modulus
0 y y y 1
10 ! ! J 10
0,01 0.1 1 10 Hz 100 P\ Anton Paar
Frequency f ~—— 4

Slika 9 Upad modulov po posameznih ciklih (hidrogel s 0,50% koncentracijo karbomera in
dodano KAS).

Za primerjavo prilagamo graf hidrogela z enako koncentracijo, vendar brez KAS (Slika 10).
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Slika 10 Hidrogel z 0,50% koncentracijo karbomera brez dodane KAS.

Pri hidrogelih s KAS smo po ciklanju sicer opazili manj$i upad obeh modulov, vendar je
upad zanemarljivo majhen, zato lahko trdimo, da dodatek KAS ni bistveno vplival na
stabilnost hidrogela. Opazen je tudi prevladujo¢ elasti¢ni doprinos in zelo majhen vpliv
frekvence oscilacije na dinami¢na modula. Da je prispevek elasti¢nega (G') modula visji od
viskoznega (G") lahko razberemo iz tega, da se na grafu nahaja nad viskoznim (G")
modulom. Taka oblika grafov je znacilna za Sibko gelsko strukturo, zato je bila za nas sistem
pri¢akovana. Stopnja zamrezenosti je zadovoljiva, saj za popolnoma zamreZen polimer velja,
da ima pri vseh frekvencah obremenjevanja enak elasti¢ni strizni modul, kar pa je razvidno

tudi iz Grafa 2 in Grafa 3.

Naslednji graf (Slika 11) prikazuje rezultate vseh frekvenénih meritev (tri razli¢ne
konentracije (0,50%, 0,55%, 0,60%) v $tirih razli¢nih ¢asovnih toc¢kah - ob izdelavi in po

vsakem ciklu).
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Slika 11 Rezultati vseh frekvenénih meritev.

Iz prikaza vseh frekven¢nih meritev na istem grafu lahko vidimo, da so oblike krivulj
konstantne ter, da se izrisujejo skoraj druga na drugo. Pri izpostavitvi vzorcev ciklicnim
temperaturnim obremenitvam torej ni pri§lo do bistvenih sprememb reoloskih parametrov
ne glede na stevilo ciklov, dodatek KAS in koncentracijo polimera, ki smo jo uporabili. To

nakazuje na ohranitev stabilne gelske strukture.
Zakljuc¢imo lahko, da so izdelane formulacije uspesno prestale cikle temperaturnih

obremenitev, saj SO opazovani reoloski parametri v posameznih ¢asovnih tockah pred

zacetkom in po koncu ciklov podobni.

34



5.SKLEP

S pregledom literature nam je uspelo potrditi znanstveno ozadje delovanja
rozmarinovega olja na TRP kanale in s tem dokazati smiselnost vgradnje
rozmarinovega eteri¢nega olja kot kozmeti¢no aktivne u¢inkovine.

Ugotovili smo, da TRP kanali predstavljajo podrocje, ki ga bo potrebno, za natan¢no
razumevanje poteka procesa delovanja podrobneje raziskati.

Predlagamo spremljanje znanstvenih objav o novih odkritjih delovanja TRP kanalov,
saj pricakujemo, da bo v prihodnosti moZzno natanéneje dolo¢iti optimalne
koncentracije za maksimalne ucinke na kanale in s tem zagotoviti popolnejSo
funkcionalnost izdelkov z vgrajenim rozmarinovim oljem.

Zakljucujemo, da je za funkcionalnost izdelka smiselno zagotoviti olje s ¢im vecjo
koncentracijo 1,8-cineola, od proizvajalca ali dobavitelja pa iz tega razloga zahtevati
natan¢no analizo sestave eteri¢nega olja.

Karbomer je imel ustreznej$e organolepti¢ne lastnosti od HPMC, zato je bil vehikel
nasega izbora, najprimernejS$a koncentracija karbomera pa je bila 0,55%.
Ocenjujemo, da je stabilnost naSega izdelka neproblemati¢na, saj je formulacija
dobro prestala stresne teste, za dokon¢no potrditev stabilnosti pa bi morali narediti
Se dodatne teste, ki jih predlagajo smernice kozmeti¢ne industrije.

Izdelek bi lahko testirali tudi mikrobiolosko in opredelili minimalno inhibitorno
koncentracijo konzervansa, saj ima Ze samo rozmarinovo olje protimikrobne
lastnosti. Z manj$o koli¢ino uporabljenega konzervansa bi namre¢ pri obcutljivih
posameznikih lahko zmanjSali moZnost pojava alergijskih reakcij, ki smo jim pri tem

izdelku izpostavljeni Ze z eteri¢nim oljem.
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