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POVZETEK

Dandanes sta stanje in videz koze zelo pomembna — vsakodnevno ju lahko opazujemo in
sproti zaznavamo spremembe na povrsini. Koza je tista, ki predstavlja ogledalo staranja,
saj se na njej najprej kazejo posledice zunanjih dejavnikov kot so stres, ultravijoli¢no
sevanje in onesnazen zrak.

Antioksidanti so snovi, ki v nizkih koncentracijah bistveno upocasnijo ali zavirajo
Skodljive oksidativne procese, ki so posledica veriznih reakcij radikalov, katere povzrocajo
zunanji dejavniki. Preucevanje snovi z ucinkovito antioksidativno aktivnostjo, ki so
prisotne v kozmeti¢nih izdelkih za vsakodnevno nego, ima zato pomembno vlogo pri
preprecevanju koZznega staranja. NajpogostejSe antioksidativne sestavine, ki so dodane
kozmeti¢nim izdelkom, so ubikinon (koencim Qig), askorbinska kislina (vitamin C),
tokoferoli (vitamin E), B-karoten, polifenoli rastlinskega izvora in tehni¢ni antioksidanti,
kot sta butilhidroksianizol (BHA) in butilhidroksitoluen (BHT).

V okviru diplomske naloge smo z metodo DPPH dolocali celokupno vrednost snovi, ki
delujejo antioksidativno, v desetih razli¢nih negovalnih kozmeti¢nih izdelkih od razli¢nih
proizvajalcev. Vsi izdelki so imeli vsaj eno sestavino z antioksidativnimi lastnostmi. Kot
rezultat smo podali efektivne koncentracije ECsy.

Antioksidativne lastnosti smo potrdili pri osmih od desetih izdelkov. Vrednosti ECsy SO
bile zelo razli¢ne, tudi glede na Stevilo vsebovanih sestavin z antioksidativnimi lastnostmi.
Ugotovili smo, da ni povezave med Stevilom prisotnih antioksidativnih sestavin v izdelku

in antioksidativno kapaciteto kozmeti¢nega izdelka.

Klju¢ne besede: antioksidanti, antioksidativna kapaciteta, DPPH, kozmeti¢ni izdelki, UV-

VIS spektrofotometrija.



ABSTRACT

The state and appearance of human skin have nowadays considerable importance — it is
observed everyday and all changes are noticed almost immediately. It reveals the aging
effects due to external factors such as stress, ultraviolet radiation and air pollution.
Antioxidants are materials that, in small concentrations, significantly slow down or inhibit
the harmful oxidative processes originated in radical chain reactions triggered by external
factors. Examination of the materials with effective antioxidant activity which are present
in cosmetic products for daily care therefore plays an important role in the prevention of
skin aging. The most frequently used antioxidants ingredients which are present in
cosmetic products are ubiquinone (Coenzyme Q1), ascorbic acid (Vitamin C), tocopherols
(Vitamin E), B-carotene, polyphenol antioxidants of plant origin and technical antioxidants
such as butylhydroxyanisole (BHA) and butylhydroxytoluene (BHT).

The subject of this thesis was to determine the total value of substances acting as
antioxidants in ten different cosmetic skincare products from different manufacturers. The
DPPH method was used for this purpose. The selected products had at least one ingredient
with antioxidant properties. The result of the study is the corresponding effective
concentration ECsy.

Antioxidant properties were observed in eight out of ten analysed products. Very different
ECso values were obtained, also in terms to the number of contained substances with
antioxidant properties. It has been found that there is no relationship between the number
of contained antioxidative ingredients and antioxidative capacity of the products.

Key words: antioxidants, antioxidative capacity, DPPH, cosmetic products, UV-VIS

spectrophotometry.
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SEZNAM OKRAJSAV

BHA
BHT
CAT
DNA
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polovi¢na maksimalna efektivna koncentracija (Effective Concentration)
etilendiamintetraocetna kislina (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
glutation peroksidaza

glutation reduktaza

glutation

mednarodna nomenklatura za kozmeti¢ne sestavine (International
Nomenclature of Cosmetic Ingredients)

nikotinamid adenin dinukleotid (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate)

reaktivne dusikove zvrsti (Reactive Nitrogen Species)

reaktivne kisikove zvrsti (Reactive Oxygen Species)

standardni odklon (Standard Deviation)

standardna napaka (Standard Error)

superoksid dismutaza

ultravijoli¢no sevanje

ultravijoli¢no sevanje tipa A

ultravijoli¢no sevanje tipa B

ultravijoli¢no-vidno (Ultraviolet-Visible)
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1. UVOD

Staranje koze je eden izmed najvidnejsih vidikov staranja. Morda ni tako pomembno z
zdravstvenega vidika, vendar ima za mnoge izmed nas videz velik vpliv na naSo
samozavest in samospostovanje. Pri vecini zato obstaja mocna zelja po vecni lepoti in
mladostnem videzu (1).

V zadnjih letih se je kozmeticni trg obogatil s Stevilnimi izdelki za nego koze, ki jih
spremljajo trditve osredoto¢ene na njihovo antioksidativno delovanje (2). Proizvajalci
oglasujejo izdelke, ki ne le ocistijo, §¢itijo in vlazijo, temvec¢ tudi obnavljajo, izboljsajo in
preprecujejo posSkodbe koze in znake staranja, kot so gubanje, izguba elasti¢nosti,
hiperpigmentacija in suha koza (1, 2, 3). Tako imenovana »anti-age« kozmetika vsebuje
aktivne sestavine za za$¢ito koze in kozne bariere pred Skodljivimi vsakodnevnimi ucinki
zunanjih dejavnikov, kot so ultravijoli¢no sevanje, stres, kajenje in onesnazen zrak (4).
Najvecji poudarek je na vkljucitvi antioksidantov in vitaminov, Ki s svojimi mehanizmi
S¢itijo pred skodljivimi ucinki reaktivnih zvrsti ter tako preprecujejo fotostaranje in

ohranjajo kozo v prijetnem in zdravem stanju (2).
1.1 KOZA

Koza je eden najvecjih organov cloveskega telesa, ki ima povr§ino okoli 1,8 m? in
predstavlja priblizno 16% telesne mase. Ima veliko funkcij, od katerih je najbolj
pomembna barierna za zasCito telesa pred skodljivimi zunanjimi dejavniki in ohranjanje
delovanja notranjih sistemov (5).

Koza je tudi eden izmed najlazje opazenih organov Cloveskega telesa. Njen videz je
primarno doloen s povrSinsko teksturo, barvo in fizioloskimi lastnostmi, kot so
elasti¢nost, znoj, vonj in proizvodnja sebuma (1). Je pomemben indikator nasega zdravja in
starosti, saj videz razkriva tako informacije o nasi bioloski starosti, kot tudi o vsezivljenjski
izpostavljenosti sonénemu sevanju, okoljskim onesnazevalcem ali drugim mehanskim in
kemi¢nim drazilcem, ki vplivajo na tvorbo radikalov in reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS)

lastnega metabolizma, kar privede do pospesenega staranja koze (1, 6).
1.1.1 Staranje koze

Na splosno je staranje zelo zapleten, naraven proces, ki predstavlja poslabsanje zivljenjskih
funkcij in postopoma pripelje do naravne smrti (1). Postopno kopicenje razlicnih

naklju¢nih molekularnih napak v celicah in tkivih skozi zivljenje scasoma vodi do



poslabsanja kozne bariere, izgube strukturne integritete in fizioloske funkcije koze (4).
Starana koza je bolj dovzetna za ekstremno suhost, srbenje, kozne okuzbe, avtoimunske
bolezni, zilne zaplete, pomanjkanje elasticnosti ter povefano tveganje za predrakave
spremembe in maligne lezije (4).

Koza se stara po dveh principih — intrinzi¢nem in ekstrinziénem:

Intrinzi¢no, notranje ali kronolosko staranje je neizogibno, saj predstavlja bioloski u¢inek
Casa na kozo, ki proizvaja dolofeno Stevilo histoloskih, fizioloskih in biokemi¢nih
sprememb (4). Intrinzi¢ni znaki staranja so genetsko pogojeni; glavni dejavniki, ki vplivajo
nanje, so anatomske razlike, spol, rasa in hormonske spremembe (4, 7). Za intrinzi¢no
staranje so znacilne manjse, drobne, fine gubice in izguba izotropnosti v mikroreliefu.
HistoloSke spremembe se kazejo v epidermalni in dermalni atrofiji, zmanjSani koli¢ini
kolagena, hiperkeratozi in zmanjSanem Stevilu melanocitov, Langerhansovih celic ter
fibroblastov (4).

Ekstrinzi¢no, zunanje ali fotostaranje je izraz, ki opisuje spremembe na kozi, katere
izhajajo iz ponavljajoe izpostavljenosti razli¢nim zunanjim dejavnikom — UV sevanju,
ionizirajoemu sevanju, onesnazenosti okolja, ponavljajoim gibom miSic, kot na primer
mezikanje ali mr$cenje, ter raznim komponentam zivljenjskega sloga, kot so slaba
prehrana, nikotin, hud telesni in dusevni stres, uzivanje alkohola itd. (4, 6, 7). V primerjavi
z intrinzi¢nim staranjem so pri ekstrinziénem histoloske, fizioloske, morfoloske in
biokemiéne spremembe v razli¢nih plasteh koze mnogo bolj izrazite (4). Rezultat
fotostarane koze so razli¢ni simptomi, ki vkljucujejo globoke gube in brazde, lisasto hipo-
ali hiperpigmentacijo, pigmentna znamenja, atrofijo koze, suho in hrapavo kozo, usnjat
videz, ohlapnost, teleangiektazije, aktini¢ne keratoze (4, 8). Poskodbe, ki nastanejo pod
vplivom svetlobe, torej bistveno pospesijo vidno staranje koze, pa tudi mo¢no povecujejo
tveganje za kozne novotvorbe, predrakave spremembe, melanom in druge oblike koznega
raka (7, 8). Predeli koze, ki so ve¢inoma izpostavljeni soncu, kot so obraz, vrat, zgornji del

prsnega kosa, dlani in podlahti, so mesta, kjer se te spremembe najpogosteje pojavljajo (8).
1.1.2 U¢inki izpostavljenosti UV sevanju

Sonce je glavni vir UV sevanja in glavni dejavnik za fotostaranje koze (8). Ocenjujejo, da
med vsemi zunanjimi dejavniki, prav UV sevanje prispeva do 80% poskodb koze (6).
Glede na svojo valovno dolzino UV svetloba prodre do razli¢nih globin in reagira z

razli¢nimi plastmi koze (4). Krajse valovne dolzine (UVB sevanje, 280 — 320 nm) se



vecinoma absorbirajo v povrSinski plasti koze (epidermisu), kar prizadene predvsem
keratinocite in povzroca eritem (4, 8). DaljSe valovne dolzine (UVA sevanje, 320 — 400
nm) pa prodrejo v globlje plasti koze (dermis) in lahko reagirajo tako s keratinociti kot tudi
z dermalnimi fibroblasti (4). Ceprav je potrebnih obéutno ved fotonov UVA sevanja, da
povzroc¢ijo enako stopnjo Skode v primerjavi z UVB sevanjem, so ti prisotni v veliko
vecjih koli¢inah v son¢ni svetlobi, ki doseze povrsje Zemlje, in bolj penetrirajo v kozo,
zato na dolgi rok povzroc¢ajo bolj hude poskodbe koze (8).

UV svetloba poleg direktnih in indirektnih poSkodb DNA aktivira povrSinske celi¢ne
receptorje keratinocitov in fibroblastov, kar privede do poSkodb kolagena v
ekstracelularnem matriksu in zaustavitev nove sinteze kolagena. Dermalne poskodbe
kolagena pa se nepopolno popravljajo, kar prinaSa primanjkljaj v strukturni integriteti
koze, nastanek son¢nih brazgotin in kon¢no privede tudi do klini¢no vidne atrofije koze in
gub (8). Skoda UV sevanja pa ustvarja tudi stanje kroni¢nega vnetja. Ko se doseze doloéen
prag izpostavljenosti UV sevanju, zapoznela in dolgotrajna vazodilatacija omogoca prehod

limfocitov in makrofagov v tkiva, Kjer le-ti inducirajo vnetje in eritem (4).
1.2 RADIKALI IN OKSIDATIVNI STRES

Radikal je opredeljen kot atom, molekula ali kompleks, ki je sposoben samostojnega
obstoja in vsebuje en neparni elektron v atomski ali molekulski orbitali. Prisotnost
neparnega elektrona je skupna lastnost vseh radikalov. Stevilni radikali so nestabilni in
zelo reaktivni. Ti so lahko bodisi donorji bodisi akceptorji elektrona drugih molekul, zato
se lahko obnasajo kot enoelektronski oksidanti ali kot reducenti. So zelo reaktivne zvrsti,
ki lahko v jedru in membranah celic napadejo pomembne bioloSke makromolekule, kot so
nukleinske kisline, proteini, lipidi in ogljikovi hidrati, ter tako vodijo do poskodb celic (9).
Ko enkrat reagirajo z molekulo, sprozijo verizne radikalske reakcije kot domine (10).
Najpomembne;jsi radikali spadajo med reaktivne kisikove zvrsti (ROS) in reaktivne
dusikove zvrsti (RNS). Mednje spadajo hidroksilni radikal, superoksidni anion, vodikov
peroksid, peroksilni radikal, singletni kisik, hipoklorit in dusikov oksid (9).

Nastanek ROS v kozi povzroci oksidativni stres, ki ima za celico skodljive posledice, kot
so oksidativne poskodbe jedrne in mitohondrijske DNA, peroksidacijo lipidov, aktivacijo
matri¢nih metaloproteaz, poskodbe vezivnega tkiva in zmanjSano proizvodnjo kolagena (4,
6). Redoks spremembe transkripcijskih dejavnikov vodijo do aktivacije ali inaktivacije

signalnih poti, ki nato povzro¢ijo spremembe v izraZzanju genov, vkljuéno s tistimi, ki



vplivajo na celi¢no proliferacijo in diferenciacijo. Spremembe povzrocijo nenadzorovano
Sirjenje celic (rak) in pospeseno celi¢no smrt, vse to pa pripelje do poskodb tkiva (6).
Stopnja oksidativnega stresa celice je funkcija delovanja reaktivnih zvrsti na eni strani in
delovanje sistema lovljenja radikalov na drugi strani. Koza predstavlja antioksidativni
obrambni sistem z znotrajceli¢nimi mehanizmi, ki vkljucujejo procese popravljanja in tako
zmanjSujejo Skodljive ucinke oksidativnega stresa. Vendar kljub dovrS§enemu sistemu za
spopadanje z oksidativnim stresom, presezek nastajanja reaktivnih zvrsti lahko zasenci
obrambno sposobnost taréne celice in imunsko odzivno kapaciteto v kozi, kar ima za
posledico celicne funkcionalne okvare, imunotoksi¢nost, prezgodnje staranje koze in
koznega raka (6).

Najbolj pomembna strategija za zmanjSanje tveganja Skode, povzrocene z UV sevanjem, je
preprecitev izpostavljanja soncu in uporaba zascite pred soncem. Naslednji korak v
preprecevanju oksidativnega stresa in okrepitvi popravljanja DNA pa je uporaba eksogenih
antioksidantov (6).

1.3 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so snovi, ki v nizkih koncentracijah bistveno upocasnijo ali zavirajo
oksidacijske reakcije, ki jih povzrocajo radikali z veriznimi reakcijami (11, 12). Delujejo
tako, da odstranjujejo reaktivne zvrsti ali pa prepre€ijo njihovo nastajanje in tako
zmanj$ajo oksidativni stres (13). To naredijo tako, da se sami oksidirajo, kar pomeni, da
delujejo kot reducenti (12).

Ko antioksidant reagira z oksidantom, se pretvori v obliko, v kateri nima ve¢ funkcije
antioksidanta. Da oksidiran produkt ponovno deluje, ga je potrebno »reciklirati« do
njegove reducirane oblike. Antioksidativna mreza opisuje sposobnost obnavljanja
oksidirane oblike antioksidantov, s ¢imer se zagotavlja dodatna stopnja zascite (4). Tako se
na primer oksidirani a-tokoferol regenerira na ra¢un reducentov, kot je askorbat. Askorbat
pa se regenerira preko glutationa (14). Tako delovanje antioksidantov je sinergisti¢no, zato
je optimalni zas¢itni u¢inek mogoce dobiti z uporabo ustrezne kombinacije antioksidantov
(4, 14).

Koza vsebuje antioksidativni sistem, ki je odgovoren za vzdrzevanje prooksidantov in
antioksidantov ter §¢iti celice pred oksidativnimi poskodbami nastalimi z UV sevanjem (8,
14). Mreza =zasCitnih antioksidantov je sestavljena iz endogenih in eksogenih

antioksidantov (8):



Endogeni antioksidanti so lahko encimski, med katere sodijo najpomembne;jsi superoksid
dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPX), glutation reduktaza (GR) in katalaza
(CAT), ter neencimski antioksidanti z nizko molekulsko maso, kot so glutation (GSH),
lipojska kislina, ubikinol (koencim Qjo), se¢na kislina in bilirubin (4, 8). Encimski
antioksidanti temeljijo predvsem na za$Citi celice, medtem ko so v krvni plazmi
pomembne;jsi neencimski antioksidanti (13).

Eksogeni antioksidanti pa so snovi, ki jih ¢lovesko telo ne more sintetizirati samo, zato jih
je potrebno vnasati s hrano (8). Mednje sodijo askorbinska kislina (vitamin C), tokoferoli
in tokotrienoli (vitamin E), B-karoten, polifenoli rastlinskega izvora idr. (6, 8).

Vsi zgoraj naSteti antioksidanti so naravni, obstajajo pa tudi sintezni, kot sta
butilhidroksianizol (BHA) in butilhidroksitoluen (BHT). Slednja sta v kozmeti¢nih
izdelkih obi¢ajno prisotna kot tehni¢na antioksidanta za zas¢ito obcutljivih sestavin (npr.

lipidov) pred oksidacijo (2).
1.3.1 Antioksidanti v kozmetiki

1.3.1.1 Ubikinon

Ubikinon je endogeni antioksidant, prisoten v celotnem telesu, vkljuéno s kozo (3). Je

lipofilen derivat, ki ima stransko verigo sestavljeno iz izoprenoidnih enot. V ¢loveskem
telesu v najvecji meri najdemo derivat z desetimi izoprenoidnimi enotami — koencim Qio.
Ta se lahko nahaja tako v reducirani obliki kot ubikinol, v ve¢jem delezu pa ga najdemo v
oksidirani obliki kot ubikinon (15). V kozi se nahaja v relativno visokih koncentracijah,
vendar raven vsebnosti s starostjo upada (3, 15). Dermalno nanesen ubikinon dopolni in
poveca antioksidativno kapaciteto koze (3). Ubikinon v celicah sodeluje pri dihalni verigi,
kjer lahko reagira z radikali in tako prepreci oksidativne poSkodbe bioloskih molekul (15).
Studije dokazujejo, da ubikinon varuje pred celi¢no smrtjo, povzroéeno z oksidativnim
stresom, in povecuje sintezo osnovnih membranskih komponent v dermalnih in
epidermalnih celicah (6). Prav tako zmanjsuje tudi nastajanje ROS, lipidno peroksidacijo,
poskodbe DNA, sproZene v ¢loveskih keratinocitih, in izrazanje matricnih metaloproteaz,
kar so posledice izpostavljanja UV sevanju (6, 15). Poleg tega so ugotovili, da pospesuje
tudi nastajanje doloCenih vrst kolagena (15). Pri lokalnem zdravljenju koze na obrazu z
0,3% ubikinonom pa so opazili zmanjSanje vidne globine gub v predelu okrog oci. Ker je
ubikinon rumeno-oranzne barve, se v kozmeti¢nih izdelkih uporabljajo le relativno nizki

odmerki (<1%), da bi se izognili skrbi glede barve (3).
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Slika 1: Strukturna formula oksidirane oblike koencima Qi (ubikinon).

1.3.1.2 Askorbinska kislina

Askorbinska kislina ali vitamin C je eden najpomembnejSih vodotopnih antioksidantov, ki
je v velikih koli¢inah prisoten v kozi. Medtem ko je veCina zivalskih vrst sposobna
proizvajati askorbinsko kislino, ljudje nimajo encima, ki je potreben za njeno sintezo. V
kozi najdemo vitamin C v vseh plasteh. V stratum corneum tvori gradient z zmanj$anjem
koncentracije proti povrsini koze (4). Askorbinska kislina je lovilec radikalov in reducent
(16). Odstrani lahko vec vrst reaktivnih spojin, vklju¢no s hidroksilnim, superoksidnim in
peroksilnim radikalom ter drugimi reaktivnimi kisikovimi zvrstmi, kot sta ozon in singletni
kisik, tako da odda elektron in se pri tem oksidira do stabilnejSega askorbilnega radikala
0z. dehidroaskorbata (4, 15, 16). Slednji se lahko regenerira nazaj v reducirano redoks
aktivno obliko s pomoc¢jo od NADH in NADPH odvisnih reduktaz (15). Poleg cistega
antioksidativnega delovanja je askorbinska Kislina tudi bistven kofaktor za razli¢ne
encime, ki so potrebni za posttranslacijsko procesiranje v biosintezi kolagena in elastina (3,
4, 15). Tako s spodbujanjem teh biosinteznih korakov askorbinska kislina poveca
proizvodnjo kolagena in elastina v koznih fibroblastih, kar privede do zmanjsanja videza
gub (3, 4). Poleg tega je vitamin C tudi inhibitor tirozinaze, katera je kljucen encim pri
sintezi melanina, zato zmanjSuje hiperpigmentacijo koze (15). Askorbinska kislina ima tudi
bistven pomen pri oblikovanju prisotnih lipidov v kozni barieri v epidermisu in pri
povecanju barierne funkcije koze s spodbujanjem diferenciacije celic epidermisa (4, 15).
Poleg tega askorbinska kislina deluje tudi protivnetno ter s§¢iti kozo pred UV sevanjem in z
njim povzro¢enim oksidativnim stresom (15). V zgoraj opisanih reakcijah je vitamin C
antioksidant, saj odstranjuje radikale. Posredno pa se lahko obnasa tudi kot prooksidant,
tako da reducira Fe** do Fe?* in s tem omogoca nastajanje hidroksilnega radikala v
Fentonovi reakciji, v kateri sproza oksidativne procese in lipidno peroksidacijo (16).
Najveéji izziv za doseganje klini¢nih ucinkov askorbinske kisline pa predstavljajo
nestabilnost, enostavnost oksidacije v vodnih medijih in slaba difuzija v kozo (14, 15). Ne

samo, da oksidacije vodijo do izgube aktivne snovi, pa¢ pa privedejo tudi do rumenenja



izdelka, kar za kozmeticne izdelke ni sprejemljivo z estetskega vidika. Z razli¢nimi
strategijami stabilizacije so raziskovalci poskusali obvladati problem z izkljucitvijo Kisika
iz formulacije, z uporabo za kisik nepropustne ovojnine, enkapsulacijo, znizevanjem pH
pripravka, zmanjSevanjem vsebnosti vodne faze ter vklju¢evanjem drugih antioksidantov v
izdelek. Kljub vsem tem pristopom stabilnost askorbinske kisline $e vedno ostaja izziv,
prav tako pa nekateri od nastetih pristopov, kot je nizek pH, lahko privedejo do nezelenih
u¢inkov in drazenja kozZe (3). Poleg tehnoloskih na¢inov lahko stabilnost povec¢amo tudi s
sintezo lipofilnih in stabilnih derivatov vitamina C, kot so njegovi estri askorbil palmitat,
askorbil stearat, askorbil fosfat (natrijeve ali magnezijeve soli) in askorbil glukozid (14-
16). Estri ne ionizirajo in imajo posledi¢no boljso biolosko uporabnost kot askorbinska

kislina, vendar so slabSe aktivni. Za doseganje ucinkov je v telesu potrebna hidroliza (15).

L-askorbinska kislina

Slika 2: Strukturna formula L-askorbinske kisline.

1.3.1.3 o-tokoferol

a-tokoferol je najpomembnejsi lipofilni antioksidant v kozi. Vitamin E je druzina osmih
naravno prisotnih izooblik: Stirih tokoferolov in Stirih tokotrienolov (alfa, beta, gama in
delta oblika) (4). Vse oblike so sestavljene iz kromanolnega jedra, ki se razlikujejo po
Stevilu in substituciji metilnih skupin, pripetih na obro€, ter nasicenosti izoprenske
lipofilne stranske verige (4, 15, 16). Za antioksidativno delovanje je odgovorna hidroksilna
skupina na kromanolnem obro¢u, ki lahko odda vodikov atom reaktivni spojini (15).
Ceprav je aktivnost odstranjevanja radikalov razli¢nih izooblik prakti¢no enaka, se njihova
bioloSka aktivnost pri sistemski uporabi mocno razlikuje (4). V c¢loveskem telesu je v
najvecji koli¢ini prisoten a-tokoferol, ki je tudi najucinkovitejsi, sledi mu y-tokoferol (15,
16). Zaradi svoje lipofilnosti je vitamin E glavni antioksidant v celi¢cnih membranah, ki
ima razvejano stransko verigo zasidrano v lipidnem dvosloju (4, 16). Prisoten je v vseh
delih koze, tako v dermisu in epidermisu, kot tudi v stratum corneum, Kjer se nahaja v
najvecji koli¢ini (4, 15). Dostava vitamina E v stratum corneum poteka po dveh razli¢nih

mehanizmih. Po eni strani je shranjen v keratinocitih in se skupaj z njimi pomika iz zivih



plasti povrhnjice proti povrSini koZe, po drugi strani pa vitamin E izlocajo Zleze lojnice in
rozeno plast doseze od zunaj (4). Glavni mehanizem antioksidativnega delovanja
tokoferola je neposredno odstranjevanje reaktivnih spojin v procesu lipidne peroksidacije
(15). Pred oksidativnim stresom celico $¢iti tudi tako, da spodbuja sintezo glutationa in
zavira delovanje encimov, ki sintetizirajo reaktivne spojine (4, 15). Deluje tudi
protivnetno, po dermalni uporabi pa poveca hidratacijo in sposobnost vezave vode v roZeni
plasti (15). Dokazali so, da uporaba vitamina E pred izpostavljenostjo UV sevanju bistveno
zmanjSa akutne uc¢inke na kozi, kot so rdecina, oteklina, imunski odziv in fotosenzitivnost.
Prav tako zmanjsa tudi nastanek gub in pojavnost tumorjev (14, 15). Ker je vitamin E zelo
obcutljiv na razli¢ne oksidante, predvsem na Kisik in na svetlobo, ter zato precej nestabilen,
se v pripravkih pogosto uporabljajo njegovi estri, kot so acetat, sukcinat in linoleat (4, 14,
16). Stabilnost tokoferola je s tem vecja, vendar je za zagotovitev njegove aktivnosti v
telesu potrebna hidroliza do proste oblike, saj ester sam ni antioksidant (15, 16). Studije so
sicer dokazale fotoprotektivni ucinek estrov, vendar je za$¢ita manjsa kot pri a-tokoferolu
(14, 15).

HO

O

d-a-tokoferol

Slika 3: Strukturna formula D-a-tokoferola.

1.3.1.4 B-karoten

B-karoten je lipofilen antioksidant, ki ga v telo vnasamo s hrano. UvrS§¢amo ga med
karotenoide, med katere spadajo tudi astaksantin, lutein in likopen (15). Je mo¢no rdece-
oranzno obarvan pigment, ki se nahaja v sadju in zelenjavi. Nahaja se tudi v vseh zelenih
rastlinah in sodeluje pri fotosintezi (17). Je prekurzor vitamina A, kar pomeni, da se v
telesu pocasi pretvori v vitamin A (retinol) (15, 17). Ker je nestabilen, se v kozmeti¢nih
izdelkih vecinoma uporabljajo derivati vitamina A (15). B-karoten je glavna sestavina
komercialno dostopnih proizvodov, ki jih sistemsko uporabljamo za zascito proti soncu.
Studije dokazujejo, da ima peroralna aplikacija p-karotena zailitni ucinek proti
poskodbam, ki so posledica UV sevanja (6). Sistemska uporaba ima za posledico dolocen
zasCitni ucinek proti eritemu, kozo pa S$Citi predvsem preko zmanjsanja lipidne

peroksidacije, odstranjevanja nekaterih reaktivnih zvrsti ter zaviranja angiogeneze,



proliferacije in celi¢ne apoptoze (6, 15, 17). Podobni ucinki so pripisani tudi meSanici
karotenoidov, vendar dopolnitev s karotenoidi prispeva samo k bazalni zasciti koze, ne

zadostuje pa, da dobimo popolno zascito pred hudim UV sevanjem (6).

XTI
B-karoten
Slika 4: Strukturna formula p-karotena.

1.3.1.5 Polifenoli
Polifenoli so heterogena skupina molekul, ki vsebujejo v svoji strukturi ve¢ fenolnih

skupin (15). Uvrscajo se med najpomembne;jse rastlinske antioksidante, ki se pojavljajo v
lubju, koreninah, listih, cvetovih in plodovih (4, 15). Njihove vloge v rastlinah vkljuéujejo
fotoprotekcijo in prispevanje k barvi rastlin (4). Med pomembnej$e polifenole sodijo
epigalokatehin galat, resveratrol, kvercetin, apigenin, silimarin in kurkumin (15). Polifenoli
se v tradicionalni medicini uporabljajo ze veC stoletij, saj so poznani kot mocni
antioksidanti. Raziskovali so njihovo sposobnost odstranjevanja radikalov in keliranja
kovinskih ionov. K antioksidativnim lastnostim najve¢ prispevajo sposobnosti doniranja
elektronov in vodikov. Ceprav polifenoli niso del nasega endogenega antioksidativnega
sistema, imajo Se vedno interacije z antioksidativno mrezo in posledi¢no Sirok spekter
lastnosti, Se posebej koristnih pri preprecevanju poskodb povzro¢enih z UV sevanjem (4).

Kozo §¢itijo preko vpliva na rast, diferenciacijo in apoptozo celic, imajo pa tudi Stevilne

farmakoloske ucinke, kot so protivnetne lastnosti in sposobnosti celjenja ran (4, 15).
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Slika 5: Strukturne formule pomembnejsih polifenolov.



1.3.1.6 Butilhidroksitoluen
Butilhidroksitoluen (BHT), znan tudi kot dibutilhidroksitoluen, je lipofilna organska

spojina, kemi¢no derivat fenola, ki ga uporabljajo zaradi njegovih antioksidativnih lastnosti
(18). BHT je siroko uporabljan sinteti¢ni antioksidant za maS¢obne kisline ter rastlinska
olja in ima ve¢ prednosti pred drugimi fenolnimi antioksidanti, kot so vonj, stabilnost pri
segrevanju in nizka toksi¢nost. Obicajno se uporablja v koncentracijah od 0,01 do 0,1% v
kozmetiki, ki vsebuje nenasic¢ene spojine, z dodatkom ustreznih kelatorjev kot sta citronska
kislina ali EDTA (19).

OH

BHT
Slika 6: Strukturna formula butilhidroksitoluena (BHT).

1.4 MERJENJE ANTIOKSIDATIVNE KAPACITETE

Odstranjevanje radikalov je glavni mehanizem, s katerim delujejo antioksidanti v
kozmetiki (20). Obicajna praksa za prepoznavanje koristi antioksidantov, tako v hrani in
pija¢i kot tudi v kozmetiki, je postalo merjenje antioksidativne kapacitete na podlagi
odstranjevanja sinteti¢nih radikalov in vitro (20, 21). Prisotnost antioksidantov v izdelkih
obi¢ajno dokazujejo z razlicnimi metodami za spremljanje oksidacije lipidov in proteinov
ter z razlicnimi analizami, ki temeljijo na prenosu elektronov ali prenosu vodikovega
atoma (21). Zahteva po standardnem testu je zelo pomembna za primerjavo rezultatov
razli¢nih laboratorijev in potrjevanje sklepov. Ena izmed najstarejSih in najbolj znanih
metod ter skupna osnova antioksidativnih testov, ki ji sledijo Stevilni protokoli, je redukcija
radikala DPPH (22).

1.4.1 DPPH

DPPH je okrajsava za organsko kemi¢no spojino 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil. Nahaja se v
obliki kristalnega prahu temno vijolicne barve (23). Je stabilen radikal, ki ima en neparni
valen¢ni elektron na enem duSikovem atomu »duSikovega mostu« (22). Zaradi
delokalizacije prostega elektrona po celi molekuli ne tvori dimerov (24). DPPH se v
laboratorijskih raziskavah uporablja za $tudije nadzorovanja kemijskih reakcij z radikali in

potrjevanje radikalske narave reakcij (23).
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Slika 7: Strukturna formula 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH).
1.4.2 Opis metode DPPH

Metoda DPPH omogoca enostaven, hiter in poceni nacin dolo¢anja antioksidativnega
potenciala posameznih spojin in njihovih zmesi (25). V veliki meri se uporablja za
primerjavo homolognih serij antioksidantov (21). Metoda DPPH je antioksidativni test, ki
temelji na prenosu elektrona oz. redukciji DPPH radikala v prisotnosti molekule
antioksidanta (26). Odstranjevanje stabilnih radikalov poteka pri sobni temperaturi v
polarnem organskem topilu, npr. metanolu. Pri meSanju raztopine DPPH s snovjo, ki lahko
odda vodikov atom ali elektron (npr. antioksidant), se tvori reducirana oblika
difenilpikrilhidrazin (DPPH>) in vijolicno obarvanje raztopine se pretvori v bledo svetlo
rumeno obarvanje (24). Ta lastnost omogo¢i tudi vizualno spremljanje reakcije (23).
Enacba prikazuje primer reakcije antioksidanta (AH) z DPPH (25):

DPPH" + AH = DPPH, + A’

< \> O,N < \> O,N
. H .
N—N@—Noz + HA =———> N—r\14§j>—No2 + A

DPPH’ DPPH,

Slika 8: Reakcija antioksidanta (AH) z DPPH.

V vecini primerov se odstranjevanje radikalov zaklju¢i po 15 do 30 minutah reakcijskega
Casa (20). Spremembo koncentracije DPPH dolo¢amo posredno z merjenjem absorbance s
spektrofotometrijo pri valovni dolzini 517 nm (20, 25). Pri vec€ini metod se kot rezultat
poda ECsp, ki predstavlja koncentracijo antioksidanta, ki je potrebna za odstranitev 50%
DPPH radikala v dolo¢enem ¢asovnem obdobju (20).

V razli¢nih raziskovalnih skupinah pogosto uporabljajo razli¢ne protokole, ki se razlikujejo

v koncentraciji DPPH, ¢asu inkubacije, reakcijskem topilu in pH-ju reakcijske zmesi. Kot
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posledica teh razlik v reakcijskih pogojih se vrednosti ECsy tudi najbolj standardnih
antioksidantov lahko med seboj zelo razlikujejo. Na absorbanco DPPH vplivata tudi
svetloba in kisik. Tako je mogoce med seboj primerjati le rezultate pridobljene s testi po
enakih postopkih in z enakimi reakcijskimi pogoji (22).

Z metodo DPPH lahko dolo¢amo samo antioksidante, ki delujejo kot reducenti, ne moremo
pa dolocati tudi prisotnosti kelatorjev kovinskih ionov, kot sta npr. EDTA in citronska

kislina.
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2. NAMEN DELA

Na kozmeticnem trgu je prisotnih veliko izdelkov, ki imajo med svojimi sestavinami
navedene tudi antioksidante. Nekateri izmed njih antioksidativne ucinke oglasujejo tudi na
ovojnini.

Namen diplomske naloge je dolog¢iti celokupno vrednost snovi, ki delujejo antioksidativno,
0z. antioksidativno kapaciteto desetih razli¢nih negovalnih kozmeti¢nih izdelkov za
vsakodnevno uporabo od razliénih proizvajalcev in rezultate primerjati med seboj. Pri
izbiri kozmeti¢nih izdelkov bomo pozorni na to, da bodo vsi imeli navedene sestavine, od
katerih pri¢akujemo antioksidativne lastnosti.

Antioksidativno kapaciteto bomo dolocali z metodo DPPH, pri kateri pride do redukcije
radikala DPPH s prisotnimi antioksidanti. Redukcijo DPPH bomo nato detektirali z UV-
VIS spektrofotometrom in iz izmerjenih absorbanc tako dolocili efektivne koncentracije
(ECsp) antioksidantov, ki so potrebne, da reducirajo 50% radikalov DPPH. Na koncu bomo
dobljene koncentracije ECsy kozmeti¢nih izdelkov primerjali med sabo.

Glede na prisotne antioksidativne spojine v izdelkih od vseh pricakujemo vsaj nekaj
antioksidativne aktivnosti. Najvecjo antioksidativno kapaciteto pri¢akujemo od
kozmeti¢nih izdelkov, ki imajo med sestavinami navedene ¢iste antioksidante (vitamin E,
vitamin C, koencim Qig). Za kozmeti¢ne izdelke, ki imajo med sestavinami navedene tudi
doloc¢ene rastlinske ekstrakte pa samo sklepamo, da bodo imeli zaradi prisotnih

polifenolnih in drugih antioksidativnih spojin izrazene antioksidativne lastnosti.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Reagenti in topila

o 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH); Sigma-Aldrich (Nemdija)

e metanol; Carlo Erba Reagents (Italija)
3.1.2 Laboratorijski material

e merilni valj

e parafilm M; Bemis NA (ZDA)

¢ laboratorijska spatula

e merilne bucke 25 mL

e avtomatske pipete Transferpette 5 mL in 1000 pL; Brand GMBH (Nemcija)

e ustrezni nastavki za pipete

e Eppendorf epruvete 2 mL

e plasti¢ne Kivete (1 cm) za UV-VIS spektrofotometer za enkratno uporabo Semimikro
1,5 mL; Brand GMBH (Nemcija)

3.1.3 Laboratorijska oprema

e analitska tehtnica AE-240S; Mettler Toledo (Svica)

e vodna kopel z zmoznostjo termostatiranja za rotavapor R-205; Biichi Labortechnik AG
(Svica)

e ultrazvocna kadicka SONIS 3; Iskra (Slovenija)

e vibracijski stresalnik Vibromix 114 EV; Tehtnica (Slovenija)

o laboratorijska centrifuga MiniCentrifuge GMC-060; neoLab (Koreja)

e UV-VIS spektrofotometer Cary 50 Conc; Varian (ZDA)

3.1.4 Vzorci

Za vzorce smo si izbrali 10 kozmeticnih izdelkov namenjenih negi obraza, telesa in rok za
vsakodnevno uporabo. Vsi izdelki so imeli med sestavinami navedeno vsaj eno sestavino,
od katere smo pri¢akovali antioksidativne lastnosti. V' preglednici | so med sestavinami
antioksidanti in njihovi estri napisani odebeljeno, rastlinska olja in ekstrakti, ki imajo

potencialne antioksidativne lastnosti, pa lezece.
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Preglednica I: Testirani kozmeti¢ni izdelki.

St.
VZOorca

Ime in sestavine kozmeti¢nega izdelka

Slika kozmeti¢nega
izdelka v primarni
ovojnini

Krema za roke in nohte Olive, Kozmetika Afrodita

INCI: Aqua, Isopropyl Myristate, Glyceryl Stearate, Glyceryn,
Cetyl Alcohol, Ceteareth-25, Olea Europaea Oil, Propylheptyl
Caprylate, Cera Alba, Cetearyl Isononanoate, Phenoxyethanol,
Ethylhexylglycerin, Olea Europaea Leaf Extract, Citrus Medica
Limonum Oil, Panthenol, Tocopheryl Acetate, Disodium EDTA,
Parfum, Sodium Hydroxide, Propylene Glycol, BHT, Ascorbyl
Palmitate, Citric Acid, Citral, D-Limonene, Linalool.

Negovalna matirna krema za mastno, neéisto kozo Make it
matt!, Kozmetika Afrodita

INCI: Aqua, Propylheptyl Caprylate, Dicaprylyl Ether, Dicaprylyl
Carbonate, Polyglyceryl-3 Methylglucose Distearate, Glycerin,
Pentylene  Glycol, Glyceryl Stearate, Stearyl Alcohol,
Butyrospermum Parkii Butter, Ethoxydiglycol, Propylene Glycol,
Butylene Glycol, Hamamelis Virginiana Bark/Leaf/Twig Extract,
Lactic Acid, Glucose, Caramel, Sodium Benzoate, Potassium
Sorbate, Ethylhexylglycerin, Phenoxyethanol, Bisabolol,
Simmondsia Chinensis Seed Oil, Rosmarinus Officinalis Extract,
Brassica Campestris Seed Oil, Tocopheryl Acetate, Retynil
Palmitate, Caprylic/Capric Triglyceride, Tocopherol, Copaifera
Officinalis Oil, Carapa Guaianensis Oil, Euterpe Oleracea Oil,
Betula Alba Leaf Extract, Talc, Parfum, Sodium Hydroxide,
Carbomer.

Krema za obraz za soncenje Anti-age SPF 25, Kozmetika
Afrodita

INCI:  Aqua, Cetearyl Ethylhexanoate, Caprylic/Capric
Triglyceride, Cetearyl Isononanoate, Octocrylene, Polysilicone-15,
Butyl Methoxydibenzoylmethane, Glyceryl Stearate, Potassium
Cetyl Phosphate, Phenylbenzimidazole  Sulphonic  Acid,
Cyclopentasiloxane, Dimethiconol, Cetyl Alcohol, Stearyl Alcohol,
Glycerin, Cassia Alata Leaf Extract, Phenoxyethanol,
Ethylhexylglycerin, Tocopheryl Acetate, Bisabolol, Xanthan Gum,
Acrylates/C10-C30 Alkyl Acrylate Crosspolymer, Potassium
Hydroxide, Disodium EDTA, Sodium Hydroxide, Parfum,
Chlorphenesin, Methylparaben.

IR
‘ Sun Care

; ©
)‘ ‘
o saikita

Tonik za normalno do meSano kozo Clean phase, Kozmetika
Afrodita

INCI: Aqua, Glycerin, PEG-40 Hydrogenated Castor Oil, Pentylene
Glycol, Hamamelis Virginiana Water, Sodium Hyaluronate, Citrus
Limon Juice, Niacinamide, Panthenol, Allantoin, Sodium Lactate,
Sodium PCA, Glycine, Fructose, Urea, Inositol, Parfum,
Ethoxydiglycol, Propylene Glycol, Glucose, Butylene Glycol,
Sodium Benzoate, Potassium Sorbate, Caramel, Lactic Acid, Citric
Acid, Ascorbic Acid, Phenoxyethanol, Ethylhexylglycerin, CI
42051, CI 19140.
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Negovalna krema za obraz in telo Nourishing skin cream,
Himalaya Herbals

INCI: Aqua, Mineral Oil, Gycerin, Cetyl Alcohol, Cetearyl
Ethylhexanoate, Glyceryl Stearate SE, Cetostearyl Alcohol,
Triethanolamine, Aloe Barbadensis Leaf Extract, Pterocarpus
Marsupium Wood Extract, Glyceryl Stearate (and) PEG-100
Stearate, Carbomer, Phenoxyethanol, Parfum, Withania Somnifera
Root Extract, Centella Asiatica Extract, Methylparaben,
Propylparaben, BHT, Disodium EDTA, Hexyl Cinnamal,
Butylphenyl Methylpropional, Benzyl Salicylate, Linalool,
Hydroxycitronellal, Limonene.

g Yamalava
% S HERBALS

Krema za roke Q10 plus Anti-age, Nivea

INCI: Aqua, Glycerin, Cetyl Alcohol, Stearyl Alcohol, Stearic
Acid, Isopropyl Palmitate, Octocrylene, Glyceryl Stearate SE,
Hydrogenated Coco-Glycerides, Glyceryl Glucoside, Creatine,
Ubiquinone, Dimethicone, Butyl Methoxydibenzoylmethane,
Phenoxyethanol, Sodium Carbomer, Methylparaben, Trisodium
EDTA, 1-Methylhydantoin-2-Imide,  Linalool,  Citronellol,
Butylphenyl Methylpropional, Benzyl Alcohol, Alpha-lIsomethyl
lonone, Limonene, Parfum.

HAND CREAM

Anti-Age

Losjon za po sonéenju After sun lotion, Eucerin

INCI: Aqua, Alcohol Denat.,, Glycerin, Caprylic/Capric
Triglyceride, Butylene Glycol, Cyclomethicone, Cetearyl Alcohol,
Glycine, Tocopheryl Acetate, Hamamelis Virginiana Distillate,
PEG-40 Castor Oil, Sodium Carbomer, Hydroxypropyl
Methylcellulose, Ethylhexylglycerin, Sodium Cetearyl Sulfate,
Sodium Citrate, Citric Acid, Bisabolol.

Eucerin
e

AFTER SUN
LOTION

A

Negovalni losjon za telo Silky Shimmer, Dove

INCI: Aqua, Glycerin, Caprylic/Capric Triglyceride, Stearic Acid,
Sorbitol, Glycol Stearate, Hydrogenated Polydecene, Tocopheryl
Acetate, Collagen Amino Acids, Helianthus Annus Hybrid Oil,
Isomerized Linoleic Acid, Lactic Acid, Potassium Lactate, Sodium
PCA, Urea, Dimethicone, Isohexadecane, Octyldodecanol, Glyceryl
Stearate, Stearamide AMP, Triethanolamine, Carbomer, Cetyl
Alcohol, Magnesium Aluminum Silicate, Polysorbate 80, Sodium
Acrylate/Sodium Acryloyldimethyl Taurate Copolymer, Sorbitan
Oleate, Disodium EDTA, Mica, Silica, Parfum, Methylparaben,
Phenoxyethanol, Propylparaben, Alpha-Isomethyl lonone, Benzyl
Alcohol, Citronellol, Coumarin, Hydroxyisohexyl 3-Cyclohexene
Carboxaldehyde, Limonene, Linalool, Cl 77891.

Dove

Deancary)
e
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Losjon za telo Aloe Vera, Vom Pullach Hof

INCI: Aqua, Paraffinium Liquidum, Glycerin, Cetearyl Alcohol, P
Stearic Acid, Propylene Glycol, Dimethicone, Ceteareth-20, Bodylotion
9 Ceteareth-12, Aloe Barbadensis Leaf Juice, Sodium Hydroxide,
Carbomer, Parfum, Sodium Benzoate, Methylisothiazolinone,
Dipropylene Glycol, Decylene Glycol, Sodium Chloride, Potassium
Sorbate, Citronellol, Coumarin, Hexyl Cinnamal, Linalool, Alpha-
Isomethyl lonone.

Losjon za roke in telo Herbal Aloe, Herbalife

INCI: Aqua, Glycerin, Helianthus Annuus Seed Oil, Aloe d

Barbadensis Leaf Juice, Stearic Acid, Butyrospermum Parkii i‘f |
Butter, Dimethicone, Chamomilla Recutita Flower Extract, Yucca L
Filamentosa Extract, Artemisia Tridentata Extract, Simmondsia
10 Chinensis Seed Extract, Silybum Marianum Seed Extract, Salvia
Hispanica Seed Extract, Agave Americana Leaf Extract, Chondrus
Crispus Powder, Sea Salt, Stearyl Alcohol, Acrylates/10-30 Alkyl
Acrylate  Crosspolymer,  Triethanolamine,  Phenoxyethanol,
Ethylhexylglycerin, Parfum, Benzyl Alcohol, Buthylphenyl =l
Methylpropional, Citronellol, Limonene, Heyl Cinnamal, Linalool. Ej

3.2 METODE

3.2.1 Dolocanje gostote kozmeti¢nega izdelka

Najprej smo natanc¢no stehtali prazen merilni valj, kamor smo nato odmerili priblizno 3 mL
kozmeti¢nega izdelka in zopet natan¢no stehtali. Iz dobljenih mas smo izracunali maso
kozmeticnega izdelka.

Cez napolnjen merilni valj smo dali parafilm in v vodni kopeli segreli kozmeti¢ni izdelek
na priblizno 60°C, s ¢imer smo se znebili morebitno prisotnih mehurckov, nastalih pri
odmerjanju izdelka v merilni valj. Nato smo vsebino ohladili na sobno temperaturo in
odc¢itali priblizni volumen s pomocjo merilne skale na merilnem valju. Iz od¢itanega
volumna in mase kozmeti¢nega izdelka smo izracunali priblizno vrednost gostote

kozmeti¢nega izdelka.

Enacba 1: Izracun gostote kozmeti¢nega izdelka.
_m
P=Y

m = masa kozmeti¢nega izdelka v merilnem valju

V = volumen kozmeti¢nega izdelka v merilnem valju
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3.2.2 Dolocanje antioksidativne kapacitete

3.2.2.1 Priprava osnovne in delovne raztopine DPPH

Osnovno raztopino DPPH smo pripravili tako, da smo v 25 mL merilno bu¢ko natan¢no
zatehtali 6,90 mg DPPH. V bucko smo do polovice dolili topilo metanol in kristale DPPH
raztopili s pomocjo ultrazvoka. Nato smo z metanolom dopolnili do oznake in raztopino Se
enkrat premesali s previdnim obra¢anjem bucke. Buc¢ko smo vedno zavili v aluminijasto
folijo, da smo raztopino zas¢itili pred svetlobo, in jo tekom dneva shranjevali v hladilniku.
Delovno raztopino DPPH smo pripravili tako, da smo oshovno raztopino DPPH red¢ili z
metanolom v razmerju 1:5. V 25 mL merilno buc¢ko smo odmerili 5 mL osnovne raztopine
DPPH in do oznake dopolnili s topilom (20 mL).

Raztopino DPPH smo vsak dan pripravili sveZo, saj je obcutljiva na oksidacije.

3.2.2.2 Priprava vzorcev

Pripravili smo dve paralelki vzorcev po 2 mL v 2 mL Eppendorf epruvetah. V prvi
paralelki smo pripravili 6 slepih vzorcev s topilom, v drugi paralelki pa smo pripravili 6
vzorcev z raztopino DPPH. Vzorce smo pripravili z razlicnimi koncentracijami; pri obeh
paralelkah smo v Eppendorf epruvete natan¢no zatehtali priblizne mase kozmeti¢nega
izdelka 10, 20, 30, 60, 90 in 120 mg. Iz izmerjenih mas in znane gostote smo izracunali

priblizne volumne zatehtanih kozmeti¢nih izdelkov.

Enacba 2: Izracun volumna kozmeti¢nega izdelka v vzorcu.

m
V=—
p

m = masa kozmeti¢nega izdelka v vzorcu

p = gostota kozmeti¢nega izdelka

Vzorce obeh paralelk smo najprej dopolnili s topilom do 1 mL, nato pa smo prvi paralelki
vzorcev dodali po 1 mL topila (slepi vzorci), drugi paralelki vzorcev pa po 1 mL delovne
raztopine DPPH (vzorci z DPPH).

Iz podatkov o masi zatehtanega kozmeti¢nega izdelka v vzorcih z DPPH in njegovem

volumnu smo izracunali koncentracije vzorcev z DPPH.

Enacba 3: Izracun koncentracije vzorca z DPPH.
m

c=—
|4

m = masa kozmeti¢nega izdelka v vzorcu z DPPH

V = volumen vzorca z DPPH
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Takoj, ko smo napolnili zadnji vzorec z delovno raztopino DPPH smo zaceli z 90-minutno
inkubacijo vzorcev. Najprej smo vse vzorce dobro premesali na vibracijskem stresalniku,
jih dali v vodno kopel s temperaturo priblizno 50°C za 15 minut in jih nato zas¢itene pred
svetlobo inkubirali pri sobni temperaturi 75 minut. Po koncu inkubacije smo vse vzorce Se
3 minute centrifugirali pri hitrosti 6600 obratov na minuto, da so se posedli netopni ostanki

VZOrcev.

3.2.2.3 Doloc¢anje absorbance vzorcev

Po inkubiranju smo izvedli meritve absorbanc z UV-VIS spektrofotometrom pri valovni
dolzini 517 nm. Meritve smo izvajali v 1,5 mL plasti¢nih kivetah za enkratno uporabo.
Najprej smo pomerili absorbanco ozadja (topila), ki jo je program odstel od vsake meritve.
Nato smo pomerili absorbanco delovni raztopini DPPH, ki smo jo predhodno red¢ili v
razmerju 1:2 s topilom, ker so bili tudi vzorci redCeni s topilom v razmerju 1:2. Na koncu
smo pomerili §e absorbance vzorcev obeh paralelk.

Iz izmerjenih absorbanc slepih vzorcev in vzorcev z DPPH smo izracunali absorbance

vzorcev, ki izvirajo iz DPPH.

Enacba 4: Izradun absorbance vzorca.

A= szorec - Aslepa
Azorec = absorbanca vzorca z DPPH

Asiepa = absorbanca slepega vzorca

Iz podatkov o absorbanci delovne raztopine DPPH, ki predstavlja 100% DPPH, in o
absorbanci vzorcev pri posameznih koncentracijah smo izracunali % DPPH, ki je ostal v

VZOrcCu.

Enacba 5: Izracun % nereduciranega DPPH v vzorcu.
Apppy ... 100% DPPH

A..x
A*100%
X= —
Apppu

X = % nereduciranega DPPH v vzorcu
Apppr = absorbanca delovne raztopine DPPH

A = absorbanca vzorca

Na koncu smo narisali graf: % DPPH, ki je ostal v vzorcu, v odvisnosti od koncentracije

(c), iz katerega smo na podlagi podatkov o regresijski premici dolocili efektivno
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koncentracijo antioksidantov ECs, ki je potrebna, da se absorbanca 0z. % DPPH zmanjsa
na 50%, ter standardni odklon SD. Za izracun le-tega smo morali poznati tudi standardno
napako SE, ki smo jo izraCunali s pomoc¢jo uporabe statistiCne funkcije STEYX v
programu Excel (Microsoft Office 2010).

Enacba 6: Izracun standardne napake.

[ . Ca-Du-y)
£= j(n—@(z(y"’)z‘ o)

n = velikost vzorca

y = matrika ali obseg odvisnih podatkovnih tock
y = vzor¢na srednja vrednost y
x = matrika ali obseg neodvisnih podatkovnih tock

X = vzor¢na srednja vrednost x

Kot kon¢ne rezultate smo podali koncentracije ECso + SD in jih primerjali med seboj.
Nizja kot je vrednost ECsp, viSjo antioksidativno kapaciteto ima kozmeti¢ni izdelek, saj je
za redukcijo 50% DPPH radikalov potrebna nizja koncentracija kozmeti¢nega izdelka z
antioksidanti. Na sliki 9 je prikazana graficna ponazoritev dolocitve efektivne

koncentracije ECsy.

100
90

80

70 T~

60 T~

50 o X

10 S~

30

20

10
0

% nereduciranega DPPH

koncentracija ¢ ECso

Slika 9: Grafi¢na ponazoritev dolocitve efektivne koncentracije ECsp,
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4. REZULTATI

4.1 DOLOCANJE ANTIOKSIDATIVNE KAPACITETE VZORCEV

Antioksidativno kapaciteto smo dolocili 10 razliénim kozmeti¢nim izdelkom razli¢nih
proizvajalcev. Vsi izdelki so imeli na ovojnini navedeno vsaj eno sestavino z
antioksidativnimi lastnostmi. Antioksidativno kapaciteto smo podali s koncentracijo ECs

z upostevanjem SD, katera reducira 50% radikalov DPPH v reakcijski zmesi.
4.1.1 Vzorec 1

Preglednica Il prikazuje izmerjene absorbance in izracun absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah, preglednica III pa izra¢un koncentracije

ECso ob upostevanju SD. Slika 10 prikazuje graf dolocanja koncentracije ECsy.

Preglednica Il: lIzmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izratun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 1.

¢ [mg/mL] Aslepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH

5,050 0,0072 0,8374 0,8302 92,07 0,9017
10,40 0,0045 0,8077 0,8032 89,08
15,20 0,0132 0,7692 0,7560 83,84
30,00 0,0770 0,7338 0,6568 72,84
45,20 0,1539 0,7600 0,6061 67,22
60,25 0,1667 0,6889 0,5222 57,91

100

90 y = -0,6146x + 94,174
T L“‘\,\ R = 0,9851
& 80
a 70 ®
g \\
g 60 —
S 50
S 40
S
E 30
s 20
L
10

0
0 10 20 30 40 50 60 70
¢ [mg/mL]

Slika 10: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v vzorcu 1.
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Preglednica Ill: Izra¢un koncentracije ECso ob upostevanju SD v vzorcu 1.

ECso [mg/mL] | STEYX

ECs0-SD [mg/mL]

SD

ECso £ SD [mg/mL]

71,87 1,825

68,90

2,969

71,87 £ 2,969

4.1.2 \Vzorec 2

Preglednica IV prikazuje izmerjene absorbance in izraCun absorbanc vzorcev ter %

nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah, preglednica V pa izracun koncentracije

ECso ob upostevanju SD. Slika 11 prikazuje graf dolocanja koncentracije ECsy.

Preglednica 1V: lzmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 2.

¢ [mg/mL] Aslepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH

5,050 0,0202 0,7274 0,7072 89,81 0,7874
9,800 0,0401 0,6839 0,6438 81,76
15,20 0,0448 0,6398 0,5950 75,57
29,90 0,0628 0,5229 0,4601 58,43
44,75 0,3663 0,6999 0,3369 42,79
60,25 0,3574 0,5176 0,1602 20,35

100

y = -1,2135x + 94,813

- 90 \ R2=0,997
& 80 \
% 70
2 60
C
£ 50 \\Q
é 40
S 30
[«5)
S 20 \
S

10

0
0 10 20 30 40 50 60 70
¢ [mg/mL]

Slika 11: Graf dolo¢anja koncentracije ECsp V VZorcu 2.

Preglednica V: Izraun koncentracije ECsg ob upostevanju SD v vzorcu 2.

ECso [mg/mL] | STEYX

ECs5-SD [mg/mL]

SD

ECso + SD [mg/mL]

36,93 1,603

35,61

1,321

36,93 + 1,321
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4.1.3 Vzorec 3

Preglednica VI prikazuje izmerjene absorbance in izraCun absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razlicnih koncentracijah, preglednica VII pa izracun

koncentracije ECsyp ob upoStevanju SD. Slika 12 prikazuje graf dolo¢anja koncentracije
EC50.

Preglednica VI: lzmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 3.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH

5,000 0,0005 0,7844 0,7839 89,02 0,8806
10,25 0,0020 0,7509 0,7489 85,04
14,95 0,0024 0,7271 0,7247 82,30
30,10 0,0030 0,7007 0,6977 79,23
45,25 0,0023 0,6504 0,6481 73,60
60,30 0,0032 0,6314 0,6282 71,34

100

90 y = -0,3046x + 88,508
T ‘\.\‘\ R? = 0,9575
a 80 \N
o
Q 70
©
2 60
C
S 50
S 40
S
E 30

20
S
10

0
0 10 20 30 40 50 60 70

¢ [mg/mL]

Slika 12: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v Vzorcu 3.

Preglednica VII: Izracun koncentracije ECso ob upostevanju SD v vzorcu 3.

ECso [mg/mL] | STEYX | ECso-SD [mg/mL] | SD | ECso + SD [mg/mL]

126,4 1,558 121,3 5,116 126,4 + 5,116
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4.1.4 Vzorec 4

Preglednica VIII prikazuje izmerjene absorbance in izra¢un absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah. Slika 13 pa prikazuje graf dolo¢anja

koncentracije ECsy.

Preglednica VIII: l1zmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 4.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH

5,250 0,0001 0,7726 0,7725 101,1 0,7645
9,700 0,0005 0,7755 0,7750 101,4
14,90 0,0000 0,7788 0,7788 101,9
30,35 0,0008 0,7741 0,7733 101,2
45,30 0,0008 0,7737 0,7729 101,1
59,95 0,0100 0,7818 0,7718 101,0

100 ———%— ¢ — S

90 y =-0,0077x + 101,46
T R2=0,2509
% 80
270
g 60
£ 50
S 40
kS
E 30
S 20

10

0
0 10 20 30 40 50 60 70
¢ [mg/mL]

Slika 13: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v vzorcu 4.

Vzorec 4 ne izkazuje antioksidativnih lastnosti pri najvisji izmerjeni koncentraciji.
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4.1.5 Vzorec 5

Pri vzorcu 5 smo meritev najprej izvedli pri koncentracijah od 5 do 60 mg/mL, vendar so
bile zaradi visoke antioksidativne kapacitete izdelka previsoke, zato smo meritev ponovili
pri nizjih koncentracijah.

Preglednica 1X prikazuje izmerjene absorbance in izratun absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah, preglednica X pa izracun koncentracije

ECso ob upostevanju SD. Slika 14 prikazuje graf dolocanja koncentracije ECsy.

Preglednica 1X: lzmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 5.

¢ [mg/mL] Aslepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH
2,600 -0,0019 0,6311 0,6330 65,31 0,9692
4,150 -0,0008 0,4719 0,4727 48,77
5,250 -0,0005 0,3804 0,3809 39,30
6,050 0,0007 0,3306 0,3299 34,04
7,600 0,0061 0,2476 0,2415 24,92

Zaradi manjSega odstopanja smo zadnjo meritev zanemarili, da smo lahko iz podatkov

regresijske premice na grafu bolj to¢no doloéili koncentracijo ECso.

100
90 y =-8,06x + 83,816
R?>=10,979
80

70
60 AN

50 \0\

40

30 N
20

10
0

% nereduciranega DPPH

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
¢ [mg/mL]

Slika 14: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v Vzorcu 5.

Preglednica X: Izra¢un koncentracije ECsg ob upostevanju SD v vzorcu 5.

ECso [mg/mL] | STEYX | ECso-SD [mg/mL] SD ECso £ SD [mg/mL]

4,196 2,582 3,875 0,3202 4,196 + 0,3202
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4.1.6 Vzorec 6

Preglednica Xl prikazuje izmerjene absorbance in izratun absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razlicnih koncentracijah, preglednica XII pa izracun

koncentracije ECsp ob upoStevanju SD. Slika 15 prikazuje graf dolo¢anja koncentracije
EC50.

Preglednica XI: lzmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 6.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH
4,900 0,0322 0,9368 0,9046 93,33 0,9692
9,950 0,0555 0,9143 0,8588 88,61
15,05 0,0745 0,9037 0,8292 85,56
30,05 0,1637 0,9236 0,7599 78,40
45,00 0,2285 0,8903 0,6618 68,28
60,15 0,2739 0,8895 0,6156 63,52
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Slika 15: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v vzorcu 6.

Preglednica XII: Izracun koncentracije ECso ob upostevanju SD v vzorcu 6.

ECso [mg/mL] | STEYX | ECso-SD [mg/mL] SD ECso + SD [mg/mL]

82,43 1,505 79,64 2,790 82,43 + 2,790
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4.1.7 Vzorec 7

Preglednica XIIl prikazuje izmerjene absorbance in izra¢un absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razlicnih koncentracijah, preglednica XIV pa izracun

koncentracije ECsy ob upoStevanju SD. Slika 16 prikazuje graf dolo¢anja koncentracije
EC50.

Preglednica XIII: 1zmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 7.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH

5,200 0,0230 0,7994 0,7764 86,29 0,8998
10,00 0,0407 0,8019 0,7612 84,60
15,00 0,0573 0,7979 0,7406 82,31
29,80 0,1056 0,8138 0,7082 78,71
45,25 0,1596 0,8443 0,6847 76,09
59,95 0,2399 0,8807 0,6408 71,22
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Slika 16: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v VZorcu 7.

Preglednica X1V: Izrac¢un koncentracije ECso ob upostevanju SD v vzorcu 7.

ECso [mg/mL] | STEYX | ECso-SD [mg/mL] SD ECso + SD [mg/mL]

142,4 0,7303 139,6 2,808 142,4 + 2,808
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4.1.8 Vzorec 8

Preglednica XV prikazuje izmerjene absorbance in izraCun absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razlicnih koncentracijah, preglednica XVI pa izracun

koncentracije ECsy ob upoStevanju SD. Slika 17 prikazuje graf dolo¢anja koncentracije
EC50.

Preglednica XV: Izmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 8.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH AbpprH
5,000 0,0078 0,7644 0,7566 84,09 0,8998
10,10 0,0191 0,6497 0,6306 70,08
15,25 0,0486 0,5975 0,5489 61,00
30,00 0,1117 0,4515 0,3398 37,76
45,05 0,1299 0,3777 0,2478 27,54

Zaradi manjSega odstopanja smo zadnjo meritev zanemarili, da smo lahko iz podatkov

regresijske premice na grafu bolj to¢no dolocili koncentracijo ECsy.
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Slika 17: Graf dolo¢anja koncentracije ECsp v vzorcu 8.

Preglednica XVI: Izracun koncentracije ECsp ob upoStevanju SD v vzorcu 8.

ECso [mg/mL] | STEYX | ECs0-SD [mg/mL] SD ECso £ SD [mg/mL]

25,47 5,820 21,28 4,196 25,47 + 4,196
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4.1.9 Vzorec 9

Preglednica XVII prikazuje izmerjene absorbance in izracun absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah. Slika 18 pa prikazuje graf doloCanja

koncentracije ECsy.

Preglednica XVII: Izmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izraun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 9.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH
5,050 0,0540 0,7748 0,7208 93,33 0,7723
10,10 0,0901 0,8359 0,7458 96,57
15,05 0,0974 0,8556 0,7582 98,17
30,35 0,1176 0,8800 0,7624 98,72
44,95 0,2699 0,9492 0,6793 87,96
60,15 0,2551 1,0013 0,7462 96,62
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Slika 18: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v vzorcu 9.

Vzorec 9 ne izkazuje antioksidativnih lastnosti pri najvisji izmerjeni koncentraciji.
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4.1.10 Vzorec 10

Pri vzorcu 10 smo meritev najprej izvedli pri koncentracijah od 5 do 60 mg/mL, vendar se
je pri rezultatih pokazalo, da se DPPH zacne reducirati Sele pri vi§jih koncentracijah, zato

smo meritev ponovili pri koncentracijah od 30 do 105 mg/mL.

Preglednica XVIII prikazuje izmerjene absorbance in izra¢un absorbanc vzorcev ter %
nereduciranega DPPH pri razli€nih koncentracijah, preglednica XIX pa izracun

koncentracije ECsp ob upoStevanju SD. Slika 19 prikazuje graf dolo¢anja koncentracije
ECso.

Preglednica XVIII: Izmerjene absorbance slepih vzorcev in vzorcev z DPPH ter izracun

absorbanc A in % nereduciranega DPPH pri razli¢nih koncentracijah v vzorcu 10.

¢ [mg/mL] Asiepa Avzorec A % nereduciranega DPPH ApppH

30,05 0,6547 1,4169 0,7622 98,23 0,7759
44,85 0,5887 1,2558 0,6671 85,98
60,25 0,5296 1,0313 0,5017 64,66
75,05 0,4355 0,7818 0,3463 44,63
90,05 0,4645 0,6040 0,1395 17,98
104,95 0,4813 0,5121 0,0308 3,970
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Slika 19: Graf dolo¢anja koncentracije ECsg v vzorcu 10.

Preglednica XIX: Izracun koncentracije ECsp ob uposStevanju SD v vzorcu 10.

ECso [mg/mL] | STEYX | ECs0-SD [mg/mL] SD ECso £ SD [mg/mL]

69,47 3,902 66,53 2,945 69,47 + 2,945
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5. RAZPRAVA

5.1 PRIMERJAVA ANALIZIRANIH KOZMETICNIH IZDELKOV

Slika 20 prikazuje primerjavo Stevila navedenih sestavin z antioksidativnimi lastnostmi,

slika 21 pa primerjavo vrednosti ECsp med analiziranimi kozmeti¢nimi izdelki.
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Slika 20: Primerjava Stevila navedenih sestavin z antioksidativnimi lastnostmi med

analiziranimi kozmeti¢nimi izdelki.
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Slika 21: Primerjava vrednosti ECsy med analiziranimi kozmeti¢nimi izdelki.

*Opomba: Pri najvi§ji testirani koncentraciji vzorec ne izkazuje antioksidativnih uéinkov (ne

reducira DPPH).
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Izdelki, ki smo jih analizirali, vsebujejo razli¢no Stevilo sestavin z antioksidativnim
delovanjem, vendar poznamo le kvalitativno sestavo, ne pa tudi koli¢inske. Tudi vrednosti
ECso se med testiranimi vzorci precej razlikujejo. 1z rezultatov je razvidno, da ima med
dolo¢enimi antioksidativnimi kapacitetami najvisjo vzorec 5, najnizjo pa vzorec 7. Vzorca

4 in 9 pa antioksidativne aktivnosti sploh nimata.
5.1.1 Vzorec 1

Pri vzorcu 1 (ECso = 71,87 + 2,97 mg/mL) smo glede na vecje Stevilo navedenih sestavin z
antioksidativnimi lastnostmi pri¢akovali nizjo vrednost ECsy 0z. visjo antioksidativno
kapaciteto. Poleg tehni¢nega antioksidanta BHT, estra vitamina E (Tocopheryl Acetate) in
estra vitamina C (Ascorbyl Palmitate), je v vzorcu prisotno tudi olivno olje (Olea
Europaea Qil), ki vsebuje priblizno 0,1-0,2% tokoferolov in polifenole (27), ekstrakt listov
navadne oljke (Olea Europaea Leaf Extract), ki mu pripisujejo antioksidativne lastnosti
zaradi vsebnosti polifenolov (28), ter olje limonovca (Citrus Medica Limonum Oil), ki
vsebuje precej antioksidativnih flavonoidov (27, 29). K rezultatu analize so najvec
prispevali rastlinski ekstrakti in pa BHT, ki ima vlogo tehni¢nega antioksidanta (varuje
izdelek pred oksidativnim kvarjenjem). Ester vitamina E pa in vitro nima antioksidativne
funkcije, saj se aktivira Sele v kozi po hidrolizi do proste oblike, in zato v vzorcu ne
prispeva k antioksidativni kapaciteti.

Z vidika antioksidativnih lastnosti je glede na izmerjeno antioksidativno kapaciteto krema
za roke zadovoljiva, vendar moramo upoStevati, da bo k dodatnemu antioksidativnemu

delovanju v kozi po hidrolizi prispeval tudi ester vitamina E.
5.1.2 Vzorec 2

Pri vzorcu 2 (ECso = 36,93 + 1,32 mg/mL) so rezultati pri¢akovani; antioksidativna
kapaciteta je precej visoka glede na ostale izdelke, vendar bi glede na $tevilo vsebovanih
sestavin z antioksidativnimi lastnostmi lahko bila Se visja. Antioksidativne sestavine,
prisotne v izdelku, so: vitamin E (Tocopherol), ester vitamina E (Tocopheryl Acetate),
ester vitamina A (Retynil Palmitate) ter rastlinski ekstrakti, kot so ekstrakt
skorje/listov/imladih  poganjkov virginskega nepozebnika (Hamamelis Virginiana
Bark/Leaf/Twig Extract), ki vsebuje flavonoide (epikatehin galat, kvercerol) in fenolne
kisline (27, 30), jojobin vosek (Simmondsia Chinensis Seed Oil), ki vsebuje vec spojin z
antioksidativnim delovanjem, med katerimi so najpomembne;jsi tokoferoli (31), ekstrakt

navadnega rozmarina (Rosmarinus Officinalis Extract) z dokazanim antioksidativnim
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delovanjem rozmarinske kisline (32), olje oljne ogrscice (Brassica Campestris Seed Oil),
ki prav tako vsebuje spojine z antioksidativnim delovanjem (33), olje andirobe (Carapa
Guaianensis Oil) z dokazanimi antioksidativnimi lastnostmi in vivo (34), acai olje (Euterpe
Oleracea Oil), ki ima zaradi vsebnosti vitaminov E in C ter polifenolov precej
antioksidativnih lastnosti (35), in ekstrakt listov puhaste breze (Betula Alba Leaf Extract),
ki prav tako vsebuje vitamina E in C ter s tem pripomore k antioksidativnim uc¢inkom
izdelka (36). Tudi pri tem izdelku velja poudariti, da ester vitamina E v vzorcu ni prispeval
h kon¢nemu rezultatu.

Ker je antioksidativna kapaciteta izdelka precej visoka, lahko kremo ozna¢imo kot dobro, k
Se boljsim lastnostim izdelka v kozi pa bo po hidrolizi prispeval tudi ester vitamina E.
Glede na to, da je obraz del telesa, ki je najbolj in najvec ¢asa izpostavljen UV sevanju in z
njim povezanim nastankom radikalov, so antioksidanti v kremi, namenjeni negi obraza, $e

posebej dobrodosli.
5.1.3 Vzorec 3

Vzorec 3 ima zelo visoko vrednost ECsy (126,42 + 5,12 mg/mL), kar pomeni nizko
antioksidativno kapaciteto. Vsebuje dve sestavini z antioksidativnimi lastnostmi — ester
vitamina E (Tocopheryl Acetate) in ekstrakt listov sene (Cassia Alata Leaf Extract), ki
vsebuje 2-5% flavonoidov (predvsem derivate kemferola) (27). Slednji je edina sestavina,
ki je v vzorcu prispevala k antioksidativni kapaciteti, saj ester vitamina E in vitro ni
aktiven, in to je po vsej verjetnosti tudi razlog nizke antioksidativne kapacitete izdelka.
Poleg tega pa je dodani rastlinski ekstrakt v izdelku lahko prisoten v zelo majhnih
koli¢inah.

Z vidika antioksidativnega delovanja izdelek zaradi nizke antioksidativne kapacitete ni
tako ucinkovit. Sicer bo po hidrolizi v koZi tudi v tej kremi nekaj antioksidativnih uc¢inkov
prispeval ester vitamina E, a ker je krema v prvi vrsti namenjena zas¢iti proti soncu, bi
ravno tak kozmeti¢ni izdelek moral vsebovati ve¢ antioksidantov, ki bi kozo varovali pred

Skodljivimi u¢inki UV sevanja in radikalov.
5.1.4 Vzorec 4

Kljub trem navedenim sestavinam z antioksidativnimi lastnostmi smo z metodo DPPH
ugotovili, da vzorec 4 nima antioksidativne aktivnosti. Izdelek poleg ¢istega vitamina C
(Ascorbic Acid) vsebuje tudi vodo virginskega nepozebnika (Hamamelis Virginiana

Water), ki vsebuje nizke koli¢ine flavonoidov (27) in limonin sok (Citrus Limon Juice), ki
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vsebuje okoli 0,5% vitamina C, flavonoide ter karotenoide (27, 37) in ima posledi¢no
precej antioksidativnih lastnosti. Ker izdelek sestoji veC¢inoma iz vodne faze (tonik), lahko
vzrok za rezultat analize pripiSemo izredni nestabilnosti in enostavnosti oksidacije
vitamina C v vodnem mediju. Poleg tega pa so lahko sestavine dodane v tako majhnih
koli¢inah, da njihove antioksidativne lastnosti sploh niso izraZene.

S staliS¢a antioksidativnega delovanja lahko izdelek oznac¢imo kot zelo slab.
5.1.5Vzorec 5

Vzorec 5 ima med vsemi analiziranimi kozmeti¢nimi izdelki najvi§jo antioksidativno
kapaciteto (ECsp = 4,20 + 0,32 mg/mL). Glede na Stevilo dodanih sestavin z
antioksidativnim delovanjem smo pri¢akovali nekoliko slabso. Poleg tehni¢nega
antioksidanta BHT ima vzorec med sestavinami navedene Se rastlinske ekstrakte: ekstrakt
listov navadne aloje (Aloe Barbadensis Leaf Extract), ki ima dokazano visoko
antioksidativno kapaciteto, saj vsebuje vitamin C, vitamin E, p-karoten in flavonoide (27,
38), ekstrakt lubja indijskega kino drevesa (Pterocarpus Marsupium Wood Extract), ki
vsebuje flavonoide, med Kkaterimi prevladuje epikatehin, in ima dokazano visoko
antioksidativno aktivnost in vitro (39-41), ekstrakt korenine zimske ¢eS$nje oz. indijskega
ginsenga (Withania Somnifera Root Extract), ki tudi vsebuje flavonoide in ima dokazano
visoko antioksidativno kapaciteto in vitro (42), in ekstrakt azijskega vodnega popnjaka oz.
gotu kole (Centella Asiatica Extract), ki vsebuje fenolne in flavonoidne spojine in ima
potrjeno antioksidativno aktivnost v modelnem biokemijskem sistemu (27, 43). K visoki
antioksidativni kapaciteti vzorca prispevajo tako BHT, ki sicer §¢iti le kozmeti¢ni izdelek
pred oksidacijami, kot tudi rastlinski ekstrakti, ki imajo z dokazi podprto visoko
antioksidativno aktivnost. Poleg tega pa so lahko le-ti v izdelku dodani tudi v vecjih
koli¢inah, kar vpliva na kon¢ni rezultat analize.

Zaradi visoke antioksidativne kapacitete lahko kremo, ki je namenjena tako negi obraza

kot telesa, oznac¢imo kot izredno dobro.
5.1.6 Vzorec 6

Vzorec 6 z vrednostjo ECsy = 82,43 + 2,79 mg/mL vsebuje samo eno sestavino z
antioksidativnim delovanjem — antioksidant koencim Qio (Ubiquinone). Iz rezultatov
analize — delna redukcija radikala DPPH domnevamo, da je v izdelku dodana reducirana
oblika (ubikinol). Glede na studije, ki dokazujejo, da dermalno naneSen koencim Qi

dopolni in poveca antioksidativno kapaciteto koze (3), in glede na navedbo »anti-age«
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u¢inkov na ovojnini izdelka smo pri¢akovali vi§jo antioksidativno kapaciteto. Po vsej
verjetnosti same sestavine v izdelku koli¢insko ni veliko ali pa je pretezno v oksidirani
(kinonski) obliki, kar je rezultat nizje antioksidativne aktivnosti.

Glede na rezultate analiz ostalih izdelkov, ki vsebujejo veliko ve¢ sestavin z
antioksidativnimi lastnostmi, je antioksidativna kapaciteta v primerjavi z njimi
zadovoljiva, zato lahko kremo za roke z vidika antioksidativnega delovanja ozna¢imo za

povprecno.
5.1.7 Vzorec 7

Vzorec 7 (ECsp = 142,38 + 2,81 mg/mL) ima med vsemi analiziranimi kozmeti¢nimi
izdelki najnizjo antioksidativno kapaciteto. lzdelek od antioksidativnih sestavin sicer
vsebuje le ester vitamina E (Tocopheryl Acetate), ki v analizi ni prispeval k antioksidativni
aktivnosti, in destilat virginskega nepozebnika (Hamamelis Virginiana Distillate), ki ima
zaradi vsebnosti nizkih koli¢in flavonoidov sibko antioksidativno delovanje (27). Posledica
slabega rezultata je predvsem vsebnost le ene aktivne antioksidativne sestavine, ki ima zelo
Sibko antioksidativno delovanje, poleg tega pa je v izdelku verjetno dodana v zelo majhnih
koli¢inah in zato izkazuje zelo malo antioksidativnih lastnosti.

Tudi pri tem izdelku velja poudariti, da bo v kozi po hidrolizi do proste oblike nekaj
antioksidativnih lastnosti prispeval tudi ester vitamina E, vendar glede na izrazeno zelo
nizko antioksidativno kapaciteto in glede na to, da je losjon namenjen negi koze po
soncenju, prav taka koza pa bi potrebovala e dodatno nego z antioksidanti, lahko izdelek z

vidika antioksidativne kapacitete ozna¢imo kot zelo slab.
5.1.8 Vzorec 8

Vzorec 8 ima v primerjavi z ostalimi vzorci in glede na Stevilo dodanih sestavin z
antioksidativnim delovanjem izredno visoko antioksidativno aktivnost (ECsy = 25,47 +
4,20 mg/mL). Vsebuje tri antioksidativne sestavine: ester vitamina E (Tocopheryl Acetate),
aminokisline kolagena (Collagen Amino Acids), med katere spadata tudi aminokislinska
ostanka tirozin in cistein, ki imata potrjeno antioksidativno sposobnost (44, 45), in
son¢ni¢no olje (Helianthus Annus Hybrid Oil), ki ima zaradi vsebnosti okoli 0,6%
tokoferolov precej antioksidativnih lastnosti (27). Po vsej verjetnosti k dobremu rezultatu
analize prispevajo ravno dodane aminokisline in pa antioksidativni tokoferoli iz
soncni¢nega olja. V vzorcu ester vitamina E sicer ni aktiven, vendar v kozi po hidrolizi

dodatno prispeva k antioksidativnemu delovanju izdelka. Vse tri sestavine so na seznamu
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sestavin izdelka tudi napisane bolj na zacetku, kar pomeni, da so verjetno v izdelku
prisotne v nekoliko veéjih koli¢inah in zato pripomorejo k visji celokupni antioksidativni
kapaciteti vzorca.

Zaradi visoke antioksidativne kapacitete lahko negovalni losjon za telo ozna¢imo za zelo
dobrega, k Se visji antioksidativni kapaciteti pa bo po hidrolizi v kozi prispeval tudi ester

vitamina E.
5.1.9 Vzorec 9

Rezultati analize z metodo DPPH so pokazali, da vzorec 9 nima antioksidativne aktivnosti.
Izdelek vsebuje rastlinski ekstrakt — sok listov navadne aloje (Aloe Barbadensis Leaf
Juice), ki ima zaradi vsebnosti vitamina C, vitamina E, p-karotena in flavonoidov precej
antioksidativnih lastnosti (27, 38). Ker pa je to edina prisotna sestavina z antioksidativnim
delovanjem v izdelku, smo takSen rezultat nekako pri¢akovali. Verjetno je je v izdelku
premalo, da bi bile antioksidativne lastnosti izrazene, ali pa so se zaradi prisotnosti kisika
Se tisti antioksidanti, ki jih je izdelek vseboval, oksidirali.

Z vidika antioksidativnega delovanja lahko losjon za telo oznacimo kot zelo slab.
5.1.10 Vzorec 10

Vrednost ECs vzorca 10 znasa 69,47 + 2,95 mg/mL, Kar je nekaj srednjega v primerjavi z
ostalimi analiziranimi kozmeti¢nimi izdelki. Glede na Stevilo vsebovanih antioksidativnih
sestavin antioksidativna kapaciteta ni visoka. Izdelek vsebuje 9 rastlinskih ekstraktov:
son¢ni¢no olje (Helianthus Annus Hybrid Oil), ki antioksidativne lastnosti izkazuje
predvsem zaradi vsebnosti okoli 0,6% tokoferolov (27), sok listov navadne aloje (Aloe
Barbadensis Leaf Juice), ki prav tako izkazuje precej antioksidativnih lastnosti zaradi
vsebnosti vitamina C, vitamina E, B-karotena in flavonoidov (27, 38), ekstrakt cvetov
navadne kamilice (Chamomilla Recutita Flower Extract), ki vsebuje antioksidativne
polifenole (46), ekstrakt juke (Yucca Filamentosa Extract), ki vsebuje antioksidativne
vitamine in polifenole (47), ekstrakt vrste pelina (Artemisia Tridentata Extract), ki ima
dokazano antioksidativno aktivnost zaradi vsebnosti polifenolov (48), ekstrakt semen
jojobe (Simmondsia Chinensis Seed Extract), ki vsebuje antioksidativne tokoferole (31),
ekstrakt semen pegastega badlja (Silybum Marianum Seed Extract), ki ima dokazano
antioksidativno aktivnost zaradi vsebujocih flavonoidov, med katerimi so najpomembnejsi
apigenin, kemferol in kvercetin (27, 49), ekstrakt semen $panske kadulje (Salvia Hispanica
Seed Extract), ki ima prav tako dokazano in vitro antioksidativno delovanje zaradi

36



vsebujocih flavonoidov, med katerimi sta v vi§jih koncentracijah prisotna kvercetin in
kemferol (50), ter ekstrakt listov ameriSke agave (Agave Americana Leaf Extract), ki
vsebuje antioksidativne polifenole in flavonoide (51). Glede na stevilo prisotnih rastlinskih
ekstraktov v izdelku, ki izkazujejo antioksidativne lastnosti, smo pri¢akovali visjo
antioksidativno kapaciteto.

Z vidika antioksidativnega delovanja lahko losjon za telo oznacimo za zadovoljivega.
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6. SKLEP

V diplomski nalogi smo analizirali 10 negovalnih kozmeti¢nih izdelkov in jim s pomocjo

metode DPPH dolocili antioksidativne lastnosti. Antioksidativno kapaciteto smo

ovrednotili s koncentracijami ECsg. Pri tem smo prisli do naslednjih zakljuckov:

Analizirani kozmeti¢ni izdelki vsebujejo v povprecju §tiri sestavine z antioksidativnimi
lastnostmi.

Povprecna vrednost efektivnih koncentracij ECsg izbranih kozmeti¢nih izdelkov znasa
69,90 mg/mL.

Osem od desetih vzorcev ima izrazene antioksidativne lastnosti, pri dveh (vzorec 4 in
9) antioksidativne kapacitete nismo potrdili. Ta trditev ovrze hipotezo, da vsi izdelki
zaradi vsebnosti antioksidativnih sestavin izkazujejo antioksidativno aktivnost.

Vzorec 4, ki vsebuje cisti vitamin C, ne izkazuje antioksidativne kapacitete, zaradi
izredne nestabilnosti vitamina C, kar ovrze hipotezo, da imajo izdelki z vsebnostjo
Cistih antioksidantov najvec¢ antioksidativnih lastnosti.

Od petih analiziranih izdelkov, ki od aktivnih antioksidativnih sestavin vsebujejo samo
rastlinske ekstrakte, le eden ne izkazuje antioksidativne kapacitete.

Vzorcu 6, ki na ovojnini zagotavlja »anti-age« uc¢inke, smo potrdili antioksidativne
lastnosti.

Glede na stevilo prisotnih antioksidativnih sestavin in kon¢no celokupno vrednost ECsg
imata med ovrednotenimi izdelki najvisjo antioksidativno kapaciteto vzorca 5 in 8.
Vzorca 2 in 10, ki med izbranimi kozmeti¢nimi izdelki vsebujeta najvec
antioksidativnih sestavin po Stevilu (koli¢inske sestave ne poznamo), ne izkazujeta
najvi§je antioksidativne kapacitete v primerjavi z ostalimi izdelki.

Analizirana izdelka, ki sta namenjena zasCiti proti soncu in negi koze po soncenju
(vzorca 3 in 7), v nasprotju s pri¢akovanji izkazujeta najniZjo antioksidativno
kapaciteto v primerjavi z ostalimi izdelki.

Med analiziranimi kozmeti¢nimi izdelki imajo v povpre¢ju najvi§jo antioksidativno
kapaciteto izdelki za nego obraza (ECsp = 55,85 mg/mL), od katerih eden ne izkazuje
antioksidativnih lastnosti, najnizjo antioksidativno kapaciteto pa kremi za roke (ECsp =

77,15 mg/mL). Izdelki za nego telesa imajo v povprecju vrednost ECso = 57,61 mg/mL.
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8. PRILOGE

8.1 PRILOGA 1: Dolo¢anje gostote kozmeti¢nega izdelka

Preglednica XX: Izmerjene mase praznih merilnih valjev in merilnih valjev, napolnjenih s
kozmeti¢nim izdelkom, izraCun mas kozmeti¢nih izdelkov v merilnem valju, izmerjeni

volumni kozmeti¢nih izdelkov v merilnem valju ter izraCuni gostot kozmeti¢nih izdelkov.

St. vzorca | Mprazen [9] | Mpoin [0] m [g] V [mL] p [g/mL]
1 23,8513 27,4540 3,6027 3,80 0,948
2 23,8513 27,0553 3,2040 3,25 0,986
3 23,8513 26,4102 2,5589 2,83 0,904
4 23,8513 27,9171 4,0658 4,21 0,966
5 23,8513 27,2973 3,4460 3,85 0,895
6 23,8513 27,5179 3,7266 3,85 0,968
7 23,8513 27,2402 3,3889 3,62 0,936
8 23,8513 27,1792 3,3279 3,45 0,965
9 23,8513 27,1822 3,3309 3,55 0,938
10 23,8513 27,1766 3,3253 3,55 0,937

43



