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V magistrski nalogi smo oblikovali in kozmeti¢no vrednotitli kozmeti¢ni pripravek
za vlazenje koze, s katerim smo Zeleli zmanjSati izhlapevanje vlage iz koze in
izboljsati njeno hidratacijo. V kremo smo dodali izvlecek zajblja (Salvia officinalis
L.) kot kozmeti¢no aktivno sestavino, zaradi poznanih pozitivnih u¢inkov na kozo.
Razvoj nasega izdelka se je v prvi vrsti pricel v laboratoriju na Biotehniski fakulteti
Univerze v Ljubljani, kjer smo po Soxhletovem postopku pripravili dva razlicna
izvleCka zajblja (Salvia officinalis L.), diklormetanskega (DCM) in metanolnega
(MeOH). Zatem smo iz laboratorijev Biotehniske fakultete izvleCka zajblja prenesli
na Fakulteto za farmacijo Univerze v Ljubljani in ju vgradili v ustrezno podlago.
Klini¢no Studijo smo izvedli z uporabo formulacij DCM in MeOH ter placebom
(brez aktivne sestavine), ki smo jih podvrgli testom kozmeticne ucinkovitosti na
12-tih prostovoljkah. Rezultati testiranj, ki temeljijo na meritvah s pomocjo
Tewametra® TM 300, Corneometra® CM 825 in Skin-pH-Metera™, so pokazali
kaks$na je ucinkovitost izdelka glede na TEWL (transepidermalno izgubo vode),
hidratacijo in pH koze. TEWL se po nanosu formulacij DCM (95 % interval
zaupanja od 0,58 do 1,18 g m™ h") in MeOH (95 % interval zaupanja od 0,52 do
1,11 g m™ h") statistino zmanjsa. Statistiéno znagilne pove&ane hidratacije koze za
formulaciji DCM in MeOH nismo uspeli dokazati. Poleg tega nobena uporabljena
formulacija ni povzrocila tak$nih sprememb povpreénega pH koze prostovoljk, ki
bi bil izven rahlo kislega do nevtralnega pH ¢loveske koze.
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In our thesis we designed and cosmetically evaluated a cosmetic preparation for
skin moisturizing with objectives to reduce skin moisture evaporation and improve
its hydration. A sage extract was added into the cream as a cosmetic active
ingredient, which is known for having positive effects on the skin. Our product
development started in the laboratory of Biotechnical Faculty of the University of
Ljubljana, where two different sage extracts (dichloromethane - DCM and
methanol - MeOH) were prepared according to Soxhlet procedure. Afterwards both
sage extracts were brought to the Faculty of Pharmacy also University of Ljubljana,
and built in a suitable ointment basis. We performed a clinical study using DCM,
MeOH sage extracts and a placebo, which does not contain an active ingredient. All
cream samples were subjected to efficacy testing on twelve female volunteers. The
results, based on evaluations with Tewameter TM30, Corneometer CM 825 and
Skin-pH-Metera®, showed product efficacy with regards to the TEWL
(transepidermal water loss), hydration and skin pH values. TEWL was statistically
reduced after products with DCM (at 95 % confidence interval between 0,58 — 1,18
g m~ h™) and MeOH sage extracts (at 95 % confidence interval between 0,52 —
1,11 g m™ h") were applied. An increase of skin hydration for both extracts could
not be statistically proven. None of tested creams did not cause major changes of
the average skin pH value outside its normal ranges.
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OKRAJSAVE
DCM Diklormetan
EA Extracta aquosa (vodni izvlecki)
EF Extracta fluida (tekoc¢i izvlecki)
EMEA Evropska agencija za zdravila
MeOH Metanol
ND Nano delec
NMF Natural moisturizing factor (naravni vlazilni faktor)
NO Dusikov oksid
RA Rosmarinic acid (rozmarinska kislina)
ROS Reaktivne kisikove zvrsti
SC Startum corneum (rozena plast)
uv Ultravijoli¢na svetloba

TEWL Transepidermal water loss (transepidermalna izguba vode)
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SLOVARCEK

Astringensi, antiseptiki — sredstva, ki koagulirajo povrSinske (kozne, sluzni¢ne)
beljakovine in zaustavljajo manjSe krvavitve ali delujejo protimikrobno

Antioksidanti — snovi, ki lahko ucinkovito upocasnijo radikalske reakcije tako, da
stabilizirajo Ze nastale radikale ali kako drugace zmanjSajo vrednost za tvorbo novih
radikalov in reaktivnih kisikovih zvrsti

Edem — oteklina oz. nabiranje tekocine med celicami
Metaloproteaze — encimi v zunajcelicnem matriksu

Oksidativni stres — vrsta “’kemicnega stresa’’, ki je prisoten v zivih organizmih zaradi
povecane koli¢ine potencialno Skodljivih agensov, t.i. reaktivnih kisikovih zvrsti — ROS
(angl. reactive oxigen species)

Eksikator — priprava, v kateri shranjujemo posusene preparate

Rastlinske droge — posusene rastline ali rastlinski deli, v stanju, sposobnem za
vskladis¢enje, kot npr. herba-, folium-, flos-, semen-, ali radix-droge

Ekstrakt — izvlecek

Tirozinaza — klju¢ni encim melanogeneze, ki pretvori tirozin preko 3,4-dihidroksi-
fenilalanin (DOPA) v dopakinon, ki se v nadaljnjih reakcijah pretvori kon¢no v oligomere
melanina
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1 UVOD

1.1  VZROK ZA RAZISKAVO

Vsakdo si prizadeva, da bi z rojstvom dano lepoto ohranjal skozi vse zivljenje. Otroci, ki
so zdravi imajo v resnici lepo kozo, ta je nezne barve in mehka ob dotiku. Toda koza
kmalu izgubi barvni videz breskve, najprej v obdobju najstnisStva, ima vecina tezav zaradi
aken, nato se zac¢ne staranje koze in pojav prvih gubic. Staranje koZe ne prinasa samo gub,
ampak obicajno opazimo tudi izgubo elasti¢nosti in suhost. Ceprav je bila suha koza v
preteklosti predvsem tezava starejSih Zensk, se danes s to tezavo soocCajo tudi mladi in
moski. Suha koza je na videz bolj bleda in brez sijaja ob dotiku pa tanka in groba.

Za pravilno delovanje koze, ta potrebuje dodatno skrb in ustrezno nego. Pri tem si lahko
zelo dobro pomagamo tudi s Stevilnimi zelo cenjenimi in starimi zdravilnimi rastlinami, ki
so prav posebne zaveznice koze. Lahko jo negujejo hkrati od znotraj, na primer v obliki
¢ajev in od zunaj v obliki pripravkov, kot so na primer ekstrakti (izvlecki), eteri¢na olja,
rastlinska maS¢obna olja, iztisnjen sok in uprasene ali zdrobljene rastlinske droge, ki jih
lahko vklju€ujemo v kozmeti¢ne izdelke kot aktivne sestavine.

Po svoji izjemno zdravilni mo¢i in ugodnih u¢inkih na kozo slovi tudi zajbelj (Salvia
officinalis L.). To ustnatico sredozemskega porekla so uporabljali Zze Hipokrat, Dioskorides
in Galen, v pozabo pa ni Sel niti danes, saj raziskovalci ves Cas tezijo k temu, da bi tudi za
kozmeti¢ne namene odkrili ¢im ve¢ njegovih uc¢inkovitih aktivnih sestavin.

Dosedanje raziskave so pokazale, da ima zajbelj (Salvia officinalis L.) pozitivne u¢inke na
kozo v smislu UV absorpcije (Lee in sod., 2011), antioksidatvnih lastnosti (Barbinta-
Patrascu in sod., 2013; Cuvelier in sod., 1994; Kennedy in Scholey, 2006; Lee in sod.,
2011; Masuda in sod., 2002; Nickvar in sod., 2007), vplivom na melanogenezo (Oliveira in
sod., 2012) in metaloproteaze (Offord in sod., 2002). Raziskovalci porocajo tudi o
protivnetnem (Baricevi€ in sod., 2001; Ehrnhoéfer-Ressler in sod., 2013; Lee in sod., 2011;
Flavex Natur ..., 2013), protibakterijskem (Celi Garcia in sod., 2012; Lee in sod., 2011) in
proti-glivicnem (Abu-Darwish in sod., 2013) delovanju. Ni pa Se bila natan¢no raziskana
zveza med izvleCckom Zzajblja (Salvia officinalis extractum) na izhlapevanje vlage in
hidratacijo koze. V tej zvezi je pomemben Se tretji, prav tako neraziskan dejavnik in sicer
povezanost aplikacije pripravkov z izvleckom Zajblja s pH koze.

1.2 NAMEN RAZISKAVE

Namen zastavljene magistrske naloge je bil oblikovati in kozmeti¢no vrednotiti kozmeti¢ni
pripravek za vlazenje koze, s katerim smo zeleli zmanjsati izhlapevanje vlage iz koze in
izboljsati njeno hidratacijo. V kremo bi dodali tudi izvlecek zajblja (Salvia officinalis L.)
kot kozmeti¢no aktivno sestavino.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

V magistrskem delu smo Zeleli preveriti naslednje hipoteze:
- izvlecek Zajblja zmanjSa transepidermalno izgubo vode (TEWL),
- izvlecek zajblja izboljsa hidratacijo koze,
- izvlecek Zzajblja ohranja rahlo kisel do nevtralen pH koze.
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2  PREGLED LITERATURE
2.1 KOZA

2.1.1 Zgradba in fiziologija koze

Koza je najvecji organ ¢loveskega telesa, ki je v povezavi z drugimi organi bistvena za
nemoteno delovanje celotnega organizma. PovrsSina koze odraslega ¢loveka znasa okrog
1,8 m? teza okrog 10 — 12 kg. V grobem koZo sestavljajo tri plasti — povrhnjica
(epidermis), usnjica (dermis) in podkozje (subcutis) ter kozni priveski (zleze lojnice, Zleze
znojnice, dlake in nohti) (Bartenjev in Rogl Butina, 2011).

povrhnjica (epidermis) {

usnjica (dermis) {

podkoije (hipodermis) I

Slika 1: Shematski prikaz treh plasti koze (cit. po Lackovic ..., 2015)

Epidermis je sestavljen predvsem s keratinociti in melanociti ter Langerhansovimi
celicami. Keratinociti vsebujejo keratinske proteine, ki sestavljajo vecino suhe celi¢ne
mase. Melanociti proizvajajo melanin in $¢itijo kozo pred ultravijoli¢no (UV) svetlobo.
Langerhansove celice so prosto gibljive in pomembne za razpoznavanje ter odstranjevanje

tujih beljakovin — alergenov (Kristl ..., 2015).

Epidermis je najtanjSa plast koze, debeline od 100-150 um, ki jo delimo na $tiri plasti —
bazalna plast (stratum basale), trnasta plast (stratum spinosum), zrnata plast (Stratum
granulosum) in rozena plast (stratum corneum). Najbolj spodnja plast povrhnjice je
bazalna plast, ki z delitvijo celic in njihovim premikanjem navzgor omogoca, da se koza
nenehno obnavlja. Pri premiku proti povrsini koze celice spreminjajo svojo obliko. Celice
najprej pridejo v stratum spinosum in od tod pot nadaljujejo do stratum granulosum. V
stratum granulosum pride do glavnih sprememb, celice izgubijo jedra, membrane
postanejo bolj splos¢ene. Po prehodu celic na povrSino koze sledi faza odmiranja in
luscenja celic. Po 26- do 42 dnevih jih zamenjajo nove celice iz bazalne plasti. Proces
luscenja celic imenujemo deskvamacija, odmirajoce celice pa korneociti. Korneociti so
sploscene celice brez jedra, napolnjene s filamenti keratina in higroskopnimi snovmi,
obdane pa z epidermalnimi masc¢obami (kozni lipidi), ki na povrsini koZe tvorijo zunanjo
0z. rozeno plast - stratum corneum (Bartenjev in Rogl Butina, 2011; Bolko, 2012;
Leskovar, 2007).

Za ohranjanje ustrezne koli¢ine vlage v kozi so najpomembnejSe higroskopne spojine —
humektanti (aminokisline, laktat, se¢nina in elektroliti), ki tvorijo tako imenovani naravni
vlazilni dejavnik (NMF, natural moisturizing factor) v korneocitih. Glavna naloga NMF-ja
je, da privlaci vodo iz zraka in rozeni plasti omogoca ustrezno hidratiranost. Poleg
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zadostne hidratiranosti skrbi za kisli plas¢ koze (pri nastajanju NMF-ja se tvori veliko
amonijaka, ki difundira iz koZe in pusca za sabo vecjo koli¢ino kislin) in nudi zas¢ito pred
mikroorganizmi (Bolko, 2012; Barel in sod., 2006).

Poleg NMF-ja so za ohranjanje ustrezne koli¢ine vlage v kozi pomembni lipidi. Tako
korneocite v rozeni plasti obdajajo predvsem ceramidi (50 %), holesterol (25 %) in
masScobne kisline (10 %), trigliceridi, glikosfingolipidi ter sulfat pa le v sledovih.
Korneociti, ki predstavljajo “opeke” skupaj z lipidi, ki predstavljajo “cement” sestavljajo
skoraj vodoodporno pregrado (bariero), ki preprecuje izhlapevanje vode iz organizma in ga
varuje pred vdorom tujih snovi (Bolko, 2012). Model opek v zidu kozi zagotavlja ustrezno
integriteto in hidratiranost.

Dermis sestavljajo celice fibroblasti, kolagenska vlakna in elasticna vlakna. Med njimi
najdemo limfaticen splet in krvne Zile, ki so bistvene za dovajanje hranilnih snovi in kisika
v epidermis. Dermis v splosSnem delimo na papilarno plast in pod njo lezeCo retikularno
plast. Papilarna plast se stika z epidermisom in je tanka. Retikularna plast je debelejSa. V
njej fibroblasti proizvajajo kolagen, elastin in glikozaminoglikane. Kolagen in elastin kozi
dajeta proznost, med tem ko glikozaminoglikani (mukopolisaharidi) omogoc¢ajo vezavo
vode (Bartenjev in Rogl Butina, 2011; Leskovar, 2007). Hialuronska kislina (HA) je
glavna predstavnica skupine glikozaminoglikanov (Koracin ..., 2015).

Glikozaminoglikani se vezejo s proteinoidnim ogrodjem vezivnega tkiva v tako imenovane
proteoglikane. Ti so sposobni vezave vodnih molekul in omogocajo ustrezno hidratacijo
koze. Poleg tega proteoglikani ustvarjajo ustrezen volumen medceli¢nine in tako skrbijo za
visoko notranjo napetost (turgor) koze, kar je pomembno s staliS¢a zmanjSanja nastanka
gubic. Glikozaminoglikani so podvrZeni stalnemu nastajanju in razgradnji, med tem ko se
kolagen obnavlja samo, kadar je to potrebno, na primer v primeru poSkodbe koze (Koracin
..., 2015).

Podkozje ali subcutis je sestavljen iz mascevja, ki je obdano z vezivom. Gre za najdebelejsi
del koze (odvisno od mesta in prehranjenosti), ki $¢iti organizem pred izgubo toplote
(termoizolator) in uravnava telesno temperaturo. Poleg tega zaradi svoje gibljivosti nudi
za$¢ito globljim organom pred mehanskimi udarci (Bartenjev in Rogl Butina, 2011;
Leskovar, 2007).

2.1.2 Funkcije koZe

ZascCitna vloga je osnovna naloga koze, ki omogoca ¢loveSkemu organizmu normalno
delovanje. Idealna je za zasc¢ito pred mehanskimi (pritisk, udarec, padec) in kemijskimi
dejavniki, pred izhlapevanjem (funkcija rozene pregrade) in UV sevanjem. Kljucna je za
imunsko zaS¢ito in zasc¢ito pred vdorom mikroorganizmov (kisli pH koze). Poleg zas€itne
vloge ima sekretorno vlogo, pomembno pri izlo¢anju tudi nekaterih toksi¢nih snovi
(znojnice in lojnice) in ohranjanju stalne telesne temperature (termoregulacija). Koza je
tudi cutilni organ (vloga Merklovih celic), ki reagira na morebitne Skodljive vplive in ne
nazadnje omogoca izloCanje ter tvorbo vitamina D (Bartenjev in Rogl Butina, 2011;
Leskovar, 2007).
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2.1.3 Razlike v normalni in suhi kozi

2.1.3.1 ZmanjSan delez vode

Normalen stratum corneum vsebuje relativno velik delez vode, kar pomeni med 20 in 35
%. Ce se voda v kozi skozi dalj$e obdobje hitreje izgublja kot je dotok vode iz spodnjih
plasti povrhnjice, lahko vsebnost vode v rozeni plasti pade celo pod 10 %. Takrat je cikel
menjave celic moten, saj encimi v takem stanju niso ve¢ sposobni odstranjevati odmrlih
celic. Koza postane dehidrirana, izgubi svojo proznost, za¢ne se fino lus¢enje povrhnjice in
pojavi se stanje suhe koze (Bolko, 2012; Oyedeji in Okeke, 2010; Proksch in Lachapelle,
2005).

2.1.3.2 Zmanjsan delez medceli¢nih lipidov

Raziskovalci poroc¢ajo, da je stanje suhe koze pogosto povezano s pomanjkanjem koznih
lipidov. Za pravilno sestavo lipidov, ki obdajajo korneocite, so zlasti pomembni ceramidi,
holesterol in mascobne kisline. Pomanjkanje katere izmed teh sestavin se kaze v pove€ani
izgubi vode (transepidermal water loss — TEWL) in tudi z dobro opaznimi spremembami
ultrastrukturnih lastnostmi lipidnih zunajcelicnih domen. Te barierne okvare sprozijo
epidermalno hiperproliferacijo kot tudi pripeljejo do suhe in hrapave koze (Kristl ..., 2015).

Spoznanje, da ima suha koza ob¢utno manjSo vsebnost ceramidov v primerjavi z normalno
kozo sta med drugimi s klini¢no Studijo dokazala Proksch in Lachapelle (2005), ki
zmanjSano sintezo ceramidov v stratum corneum prepisujeta strukturni spremembi lipidne
pregrade, motnjam v diferenciaciji keratinocitov in zmoznosti ve¢jega vnetnega odziva.

Dejstvo, da k ustrezni negi koze sodi tudi skrb za ohranitev primernega nivoja medceli¢nih
lipidov v kozi pojasnjuje tudi Studija Machado in sod. (2007), objavljena v reviji Cosmetic
Dermatology. V $tudiji so z namenom preprecevanja stanja suhe koze oblikovali stabilne
voda-v-olju (v/0) emulzije, obogatene z olji z visokim odstotkom mascobnih kislin, steroli,
vitamini, holesterolom in ceramidi v enakem razmerju, kot je razmerje lipidov v stratum
corneum in vivo. Izdelani sta bili dve emulziji z mas¢obnimi kislinami in holesterolom, ena
od njiju je dodatno vsebovala ceramide. Rezultati in vivo testov so nato pokazali, da sta
obe emulziji bistveno povecali koli¢ino sebuma v kozi in izboljsali hidratacijo koze. Obe
opisani emulziji sta pokazali biolosko u¢inkovitost pri normalni kozi, kar kaze na moznost
prepreCevanja nastanka suhe koze z ustrezno sestavo in ustreznim razmerjem zmesi
lipidov, ki je podobno sestavi in razmerju lipidov v rozeni plasti. Dodatno vecji vpliv na
hidratacijo koze je bil opazen pri uporabi emulzije z vsebnostjo ceramidov. Razlog je
verjetno prav prisotnost ceramidov v tej emulziji. Ceramidi so klju¢ni za organizacijo
lipidov v stratum corneum, horesterol pa olajSa medsebojno strukturiranje razli¢nih lipidov
(Kristl ..., 2015).

2.1.3.3 ZmanjSan naravni vlazilni faktor (NMF)

ZmanjSan NMF (notranji dejavnik) v koZi se kaze zlasti v zmanjSani prisotnosti filagrina
(protein, iz katerega nastajajo proste aminokisline) in vsebnosti prostih aminokislin v
startum corneumu, predvsem pri suhi kozi starejSih. Pomanjkanje zrane vlage vpliva na
manjSo proizvodno prostih aminokislin ter vec¢jo nagnjenost k nastanku suhe koze (Barel
in sod., 2006).
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2.1.3.4 Motena epidermalna diferenciacija

Epidermalna diferenciacija je proces, povezan s proizvodnjo keratina in ceramidov v
startum basale ter z NMF-jem. Ob moteni epidermalni diferenciaciji je nastanek suhe koze
skoraj neizogiben (Proksch in Lachapelle, 2005).

2.1.4 Dejavniki in znacilnosti suhe koZe

Razli¢ni dejavniki, kot so fizioloski, patoloski (bolezenski) in dejavniki iz okolja lahko
oslabijo pregrado koze in koza se lahko izsusi.

Za suho kozo je znacilno, da je na videz bolj bleda, brez sijaja in luskasta ob dotiku pa
groba (hrapava) in manj elasticna. Daje obCutek suhosti, zbadanja in zategovanja, v€asih
srbeca. Huda oblika se lahko razvije v ekcem, z rde€ico in tvorbo razpok.

2.1.4.1 Fizioloski dejavniki

Stanje suhe koZe se lahko pojavi v vseh starostnih obdobjih, vendar so obicajno znaki suhe
koze pri starostnikih pogostejsi. Ta izjava je v skladu z raziskavo Proksch in Lachapelle
(2005), katera sta primerjala kozo starejSih in kozo mladostnikov. Opazila sta, da je pri
kozi starejSih obCutno zmanjSana sposobnost delitev celic oz. epidermalna proliferacija in
manja vsebnost kolagena. Koza starostnikov je sposobna proizvajati manj sebuma' in
ceramidov ter je slabSe elasticna. Pojav stanja suhe koze je s tem razlogom pri starejSih
pogostejsi kot pri mladostnikih.

2.1.4.2 Patoloski (bolezenski) dejavniki

Stanje suhe koze je lahko posledica motenj delovanja sistema, odgovornega za obnavljanje
koze. Moteno obnavljanje koze je lahko posledica bolezni koze (ihtioza, dermatitis,
luskavica) ali bolezni organizma (sladkorna bolezen, odpoved ledvic ali motnje delovanja
Scitnice).

2.1.4.3 Dejavniki okolja

Raznovrstni okoljski dejavniki, kot so veter, mraz, sonce, mila, Cistila, organska topila in
nizka zracna vlaga, nemalokrat oslabijo epidermalno pregrado in so pogosto odgovorni za
nastanek suhe koze.

ZmanjSano hidratacijo koze ze dolgo ¢asa povezujejo z nizko zracno vlago in nizkimi
temperaturami, znacilnih v zimskem obdobju. Podobno stanje je opazno tudi v poletnih
mesecih, ko ljudje veliko svojega Casa prezivimo v hladnih klimatiziranih prostorih. Stanju
suhe koze se tezko izognemo tudi v primeru daljSega zadrzevanja v prostorih s suhim in
vro¢im zrakom (npr. sodobno centralno ogrevanje) (Proksch in Lachapelle, 2005).

Kaj pa izpostavljenost soncu? Soncni zZarki so bistveni za zivljenje na Zemlji, vendar so
raziskovalci ugotovili, da je prekomerno izpostavljanje son¢nim Zzarkom lahko tudi
nevarno. Prekomerno izpostavljanje soncnim Zarkom se kaze predvsem v zadebeljeni in

"' Sebum je holokrini produkt Zlez lojnic, kateri se izlivajo v zg. del lasnega mesicka.
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suhi kozi, poveCanem nastanku gub, motenj v pigmentaciji in vecji verjetnosti za pojavnost
koznega raka (Proksch in Lachapelle, 2005; Vovk, 2012).

Za stanje suhe koZe so pomembno odgovorni tudi dejavniki, povezani s posameznikovim
zivljenjskim slogom. Dnevna izpostavljenost cigaretnemu dimu, pogost stik z mili, Cistili
ali organskimi topili ter drugimi iritanti (npr. okoljski onesnazevalci) so pogost vzrok za
oslabljeno rozeno pregrado in povecano difuzijo vode skozi kozo navzven.

Velja omeniti tudi to, da je vzrok za stanje suhe koze lahko tudi nepravilno ravnanje in
nega koze. To se kaze ob prepogostem stiku z vodo in preveliki uporabi agresivnih mil v
povezavi s prepogostim umivanjem, zlasti pri sodobnih, skrbno urejenih zenskah in
Sportnikih. S tem lahko bistveno vplivamo na nepravilno delovanje koze (Kristl ..., 2015;
Proksch in Lachapelle, 2005; Tlaker Zunter ..., 2015).

2.1.5 Nega suhe kozZe

Suha koza je stanje koze, ki se pojavi in zopet lahko izzveni ob pravilnem ravnanju in
ustrezni negi. Ohranjaje normalnega stanja koze je priporocljivo tako iz estetskih kot
zdravstvenih razlogov. Nacin s katerim lahko ustrezno negujemo in ohranjamo normalno
stanje koze je tudi uporaba negovalnih kozmeti¢nih proizvodov.

Zakon o kozmeti¢nih proizvodih (Zakon ..., 2013) opredeljuje kozmeticni proizvod kot
katerokoli snov ali pripravek v kon¢ni obliki, namenjen nanaSanju na zunanje dele
Cloveskega telesa (povrhnjico, lasiS¢e, nohte, ustnice ali zunanja spolovila) ali na zobe in
sluznico v ustni votlini, z izkljuénim ali glavnim namenom, da jih oc¢isti, odiSavi ali zas¢iti,
jih ohrani v dobrem stanju, spremeni njihov izgled ali odpravi neprijeten telesni vonj.

Primarni cilj kozmeti¢nega izdelka (KI), namenjenega negi suhe koze, je z izbiro primernih
sestavin, vplivati na izhlapevanje vode s povrsine koZze (TEWL), izboljSati deleZ vode v SC
ter izboljsati vsebino koznih lipidov (Bolko, 2012).

Uporabo ustreznih negovalnih KI se priporoca vsakemu, saj le zadosti hidratirana koza
lahko opravlja njene funkcije, ohranja njeno Cvrstost ter elasti¢nost (Barel in sod., 2006).

Ce ustrezno negujemo koZo, se nam ni treba bati, kaj nam bodo dejavniki tveganja prinesli.

2.2 KOZMETICNE SESTAVINE RASTLINSKEGA IZVORA — RASTLINSKI
IZVLECKI (EKSTRAKTI)

Ekstrakti so tekoci (tekoc€i ekstrakti in tinkture), poltrdni (gosti ekstrakti in oljne smole) ali
trdni (suhi ekstrakti) pripravki, pridobljeni iz rastlinskih drog ali Zivalskih materialov, ki so
obic¢ajno posuseni (Formularium Slovenicum, 2011).

Rastlinski izvlecki (ekstrakti) so snovi, pridobljene z ekstrakcijo rastlinskih drog, ki jih v
kozmeti¢nih izdelkih dodajamo zato, da poveCamo kozmeti¢ni ucinek (Benaiges in
Guillen, 2007).

Vedenje o ucinkih rastlinskih izvleckov na telo temelji na spoznanjih zgodovinske tradicije
in ljudske medicine. Ze Indijke so uporabljale za nego koze zelis¢a kot so sandalovina in
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kurkuma, kano za barvanje las, dlani in podplatov (Ramasamy, 2011). SCasoma so poleg
ze tradicionalno opisanih in poznanih sredstev v proizvodnjo izdelkov za kozmeti¢no nego
uvedli tudi moderne pristope. Danes rastlinske izvleCke uporabljajo predvsem na osnovi
spoznanj raziskovalcev o specificnem delovanju aktivnih spojin. Na kozo delujejo
astringentno, protimikrobno, pomirjevalno, protivnetno, lovijo proste radikale, stimulirajo
prekrvavitev, kozo obarvajo, zavirajo procese staranja, jo vlazijo idr. (Benaiges in Guillen,
2007; Oyedeji in Okeke, 2010).

Za izdelavo rastlinskih izvleckov lahko uporabimo razli¢ne metode in ustrezna organska
topila (voda npr. za ekstrakcijo polarnih snovi, etanol za lipofilne, zmes vode in etanola za
tako hidrofilne kot lipofilne snovi), ki ustrezajo vsem zadevnim monografijam v
Farmakopeji (Formularium Slovenicum, 2011). Osnovni metodi, ki se uporabljata za
izdelavo rastlinskih izvleCckov v kozmeti¢ni industriji, sta maceracija in perkolacija
(Benaiges in Guillen, 2007).

Za kakovostno in uspesno izdelavo rastlinskih ekstraktov se je potrebno drzati strogih
pravil. Klju¢ni dejavniki pri zagotavljanju ustrezne kakovosti in stabilnosti kozmeti¢nih
izdelkov so vir in kakovost materiala, dobra kmetijska praksa (GAP) ter postopek izdelave
(Rajkot, 2010). Dejavniki kot so uporaba svezih rastlin, starost in rastlinski del, ¢as ter
metoda nabiranja, temperatura, izpostavljenost svetlobi, dostopnost vode, hranilne snovi,
suSenje, pakiranje, transport surovega materiala in shranjevanje lahko vplivajo na kakovost
in kozmeti¢no vrednost kozmeti¢nih pripravkov rastlinskega izvora.

Posamezni strokovnjaki za podro¢je kozmetologije dosledno zagovarjajo stalisce, da
farmacevtskih izvleCkov (ekstraktov) za namene zdravljenja ne moremo enaciti s tistimi za
uporabo v kozmeti¢ne (torej negovalne) namene. Poudarjajo staliS¢e, da morajo rastlinski
ekstrakti za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih ustrezati po barvi in vonju ter se ne smejo
obarjati. Kar zadeva vsebnost kozmeti¢no ucinkovitih spojin v ekstraktih, bi le te morale
biti tudi kvantitativno doloCene tudi za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih. Ponovljivost
ekstrakcije in stabilnost ekstrahiranih ucinkovin sta klju¢na dejavnika za zagotavljanje
kakovosti. Zaradi zelje, da bi bili kozmeti¢ni izdelki dokazano varni in ucinkoviti, bodo
morali proizvajalci vanje dodajati standardizirane ekstrakte z definirano koncentracijo
kozmeti¢no aktivnih spojin, zagotovljeno stabilnostjo, ob ustreznem videzu in galenskih
lastnostih ekstrakta (Smid-Korbar in Kristl, 1998).

2.2.1 Zajbelj - Salvia officinalis L.

Zajbelj (Salvia officinalis L.) je rastlina, razirjena po hribovitih obmog&jih Sredozemlja,
Dalmacije, Crne gore, Hercegovine, od koder se je razsiril v srednjo Evropo, pri nas
izjemno dobro uspeva na kraSkem obmocju v okolici Kozine in Petrinja (Baricevic, 1996;
Wagner, 1980). Danes so najvecje pridelovalke droge Italija, Rusija in Severna Amerika.
Iz naravnih rezervoarjev pa ga je mo¢ dobiti v Gréiji in Tur¢iji (Bari¢evi¢, 1996). Zajbelj
pripada druzini Lamiaceae (ustnatice), v najstevilcnejsi rod Salvia (kadulja). V rodu Salvia
je namre¢ okoli 900 vrst. So enoletnice, trajnice in polgrmi. Salvia raste na son¢nih legah,
kot so suhi ali vlazni travniki in skalnata pobo&ja. Zajbelj je pokonéna lesnata trajnica v
obliki polgrma. Ima mocne, globoke korenine, iz katerih zraste veliko Stevilo stebel, od 30
do 60 centimetrov visoko. Stebla so Stiriroba, prekrita z dlacicami in pri dnu olesenela.
Listi so sivi do srebrno-sivi, dolgi in ovalne oblike. Nasprotni listi so debeli, pecljati in
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zaradi mocno izrazenih mrezastih Zil nekoliko nagubani. Na vrhu stebla se od junija do
julija v vretencih pojavi svetlo do modro-vijoliasto socvetje, ki se odpira postopno, od
spodaj navzgor. Rastlina ima prijeten aromati¢en vonj (Strzalka in sod., 2011; Wagner,
1980).

Slika 2: Nadzemni del in cvet Zajblja (Salvia officinalis L.) (cit. po Sage ..., 2006)

2.2.1.1 Kemic¢na sestava

2.2.1.1.1 Eteri¢no olje

Etericno olje je glavna aktivna sestavina Zajblja. PosusSeni listi ga v povprecju vsebujejo od
1 — 3 % (Baricevi¢, 1996; BHMA ..., 2006). Po navedbah European Pharmacopoeia (Ph.
Eur., 2008) morajo celi listi Salvia officinalis L. vsebovati eteriénega olja vsaj 15 mL kg™,
v posusenih zdrobljenih listih mora biti njegova vsebnost vsaj 10 mL kg™'. Glavne hlapne
sestavine eteri¢nega olja so a-tujoni in B-tujoni (35 — 60 %) in drugi monoterpeni (do 20
%), predvsem 1,8-cineol ter seskviterpeni, kot a-pinen in kafra (Bari¢evi¢, 1996; BHMA
..., 2006).

2.2.1.1.2 Fenolne spojine

Izvlecek iz listov zajblja vsebuje veliko razli¢nih skupin fenolnih spojin. Najvecji delez
predstavljajo vodotopne fenolne kisline, vkljuujo¢ rozmarinsko kislino, p-kumarno,
ferulno kislino, galno kislino in kavno kislino, ki imajo mocno antioksidativno delovanje.
Raziskovalci porocajo tudi o protivnetnem, protimikrobnem in protivirusnem delovanju.
Dokazali so tudi, da stabilizirajo membrane in preprecujejo poskodbe, ki jih povzroca UV
sevanje (Leskovar, 2007; Lovrec, 2009). Tem sledijo fenolni diterpeni, ki predstavljajo
komponente nepolarne frakcije v ekstraktu. Glavni sestavini diterpenskega izvora sta
grencini karnozol in karnozolna kislina, ki imata prav tako dokazano antioksidativno in
Siroko protimikrobno delovanje (Gerard in sod., 1995; Leskovar, 2007; Weckesser, 2007,
BHMA ..., 2006). In ne nazadnje je rastlinska droga bogata tudi z razli€nimi vrstami
flavonoidov, kot hesperedin, apigenin, hispidulin, gekvanin, luteolin in njihovih derivatih.
V manjsih koli¢inah Zajbljevi listi vsebujejo tudi kumarine, kot je eskuletin.
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2.2.1.1.3 Triterpeni

Zajbelj je tudi dober vir triterpenov, kot germanikol, ursolna kislina, oleanololna kislina in
njihovih derivatov, katerih ucinkovitost je prav tako zanimiva in zato omembe vredna
(Baric¢evic, 1996; Strzalka in sod., 2011; Flavex Natur ..., 2013). Ursolna in oleanolna
kislina sta prisotni v S$tevilnih zelis¢ih z dokazanim protivnetnim in protitumornim
delovanjem na telo (Flavex Natur ..., 2013). Raziskovalci porocajo tudi o tem, da so
rastlinski izvlecki, bogati z ursolno in oleanolno kislino, pomembne aktivne sestavine v
izdelkih za nego od sonca poskodovane koze (Nishimori, 1997, cit. po Flavex Natur ...,
2013; Eggensperger, 2001, cit. po Flavex Natur ..., 2013).

2.2.1.1.4 Drugo

V manjsih koli¢inah Zajbljevi listi vsebujejo derivate benzojske kisline, fitosterole (B -
sitosterol in stigmasterol) in vitamine, kot so vitamin B1, vitamin C in nikotinska kislina
(Baricevic, 1996; Strzalka in sod., 2011; Flavex Natur ..., 2013).

Vitamin C ima na kozi mnogo ugodnih ucinkov. Uc€inkovit je pri zdravljenju raznih
patoloskih stanj koze, od lazjih vnetij do koZznega raka. Kot antioksidant odstranjuje
reaktivne proste radikale, ki jih povzro¢a UV svetloba (Rozman in Gasperlin, 2009).
Dokazano je tudi njegovo protivnetno delovanje. Izboljsa elasti¢nost koze, saj stimulira
nastanek kolagena, in tako zmanjSa tudi nastajanje gub. Poleg tega z zaviranjem
pigmentacije vpliva na samo obarvanost koze. Vsa pozitivna delovanja vitamina C
pripomorejo k upocasnitvi fotostaranja (gube, izguba elasti¢nosti) koze (Gasperlin, 2001).

V Studiji v kateri so v suhem izvleCku Zajblja dolocevali vsebnost osmih elementov
(natrija, kalija, magnezija, kalcija, zeleza, mangana, cinka in bakra) so ugotovili, da so listi
zajblja predvsem zelo bogati z Zelezom in magnezijem (EMEA ..., 2010).

2.2.1.2 Uporaba

Zajbelj je ze zelo dolgo Easa znana dragocena zdravilna rastlina tako v uradni, kakor tudi
ljudski medicin. Kot zdravilo proti razlicnim boleznim so ga gojili ze v 9. stoletju na
samostanskih vrtovih. Sprva so liste Zajblja uporabljali kot zdravilo proti neplodnosti,
zatem so bili ljudje mnenja, da zagotavlja dobro zdravje in dolgo zivljenje. Danes vemo, da
ima to vsestransko zeliSCe, zaradi razli¢nih biolosko aktivnih sestavin tako v medicini kot
kozmetiki zelo Siroko vrednost.

2.2.1.3 Zdravilni uéinki

Zajbelj deluje antiseptiéno in astrigentno, zato se njegove pripravke uporablja predvsem za
spiranje ustne votline pri vnetjih obzobnega mesa (dlesni), vnetjih ustne in Zrelne sluznice
ter grla, otiskih proteze, kot tudi na poSkodovani kozi zaradi opeklin in drugih ran.
Prisotnost grenkih spojin (npr. karnozol) naredi Zajbelj u¢inkovito zdravilo pri boleznih
zelod¢no-Crevesnega trakta. PospeSuje prebavo in preprecuje prekomerno fermentacijo ter
nabiranje plinov v ¢revesju. Poleg tega zavira krvavitve iz prebavnega kanala in zmanjSuje
prepustnost krvnih zil. Kot dodatno zdravilo se uporablja pri boleznih jeter in v zacetni fazi
diabetesa. Nepogresljiv je tudi v obliki obkladkov, pri aroma-terapevtskih mesSanicah, v
kopelih in masaznih pripravkih, saj pomaga pri infekcijah koze (nalezljive bolezni, razjede,
gube), bakterijskih okuzbah, ka$lju, artritisu, revmatizmu, v primeru bolecih in napetih
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misic (BaricCevi¢, 1996; Strzalka in sod., 2011). Raziskovalci porocajo tudi o njegovem
protivirusnem delovanju in ga kot aktivno sestavino, najveckrat v obliki vodnega ali
alkoholnega izvleCka, v kombinaciji z drugimi rastlinskimi pripravki, uporabljajo za
zdravljenje akutnega in kroni¢nega bronhitisa (Baric¢evic€ in sod., 2001).

2.2.1.4 Kozmeti¢na vrednost in delovanje na kozo

2.2.1.4.1 Antioksidativno delovanje in lovljenje prostih radikalov

Razli¢ni avtorji navajajo, da je zajbelj zelo dober vir antioksidantov. Z raziskavami so
dokazali, da listi zajblja vsebujejo podobno kot priznane antioksidativne rastline Ginkgo
biloba in Panax ginseng stevilne spojine z antioksidativnim delovanjem (Kennedy, 2006).

Karnozolna kislina je pomembna sestavina zajblja, ki ima dokazano moc¢no antioksidativno
delovanje. V Zivalskih testih so ugotovili tudi njeno zas¢itno vlogo proti raku. Moc¢no
pricakovana je tudi njena ocena klinicne aktivnosti (Svobodova in sod., 2003).
Antioksidativni mehanizem karnozinskega kinona naj bi vkljuceval redoks reakcije v
kombinaciji z izomerizacijo do laktonskega derivata. V prvi stopnji antioksidacije,
reducent karnozinskega kinona prispeva k antioksidativni aktivnosti raztopine. Predlagan
mehanizem razlozi enega klju¢nih razlogov za mo¢no antioksidativno aktivnost zajbljevih
izvleCkov (Masuda in sod., 2002).

Poseben nacin delovanja karnozolne kisline, ki pomembno vpliva na stanje koze, je v
njenem vplivu na metaloproteaze®. Raziskava, v kateri so predhodno obdelali &loveske
fibroblaste s karnozolno kislino, je pokazala da slednja zavira delovanje metaloproteaz v
fibroblastih koze, izpostavljene UVA sevanju (Offord in sod., 2002). Izvlecki Salvia
officinalis imajo dobro sposobnost lovljenja prostih radikalov, v povpre&ju 0,54 mg mL™
oz. z najnizjo ICsy vrednostjo 0,36 mg mL™, Salvia officinalis ‘Berggarten’. Za pozitivno
kontrolo antioksidativne aktivnosti so v raziskavi uporabili tokoferol (ICso = 0,02 mM).

Poleg karnozolne kisline glavni delez antioksidantov predstavljajo tudi druge fenolne
spojine, kot npr. derivati rozmarinske kisline. Za rozmarinsko kislino domnevajo, da bi
mogoce lahko nadomestili konvencionalne antioksidante, kot sta BHT in BHA (Kennedy,
2006; Cuvelier in sod., 1994).

Zelo obetavna in zato omembe vredna je tudi eksperimentalna Studija Barbinta-Patrascu in
sod. (2013). Gre za okolju prijazen pristop, v katerem so pripravili antioksidatinvne
srebrove nano delce (ND) z uporabo Zajbljevih ekstraktov. Natancneje, za pripravo
zajbljevih srebrovih ND so uporabili metodo, ki temelji na t.i. ultrazvo¢nem zarcenju. Z
namenom zvecanja stabilnosti in biokompatibilnosti, so ND dodatno vgradili v dva
razli¢na tipa liposomov, sojin lecitin in Chla-DPPC-lipidni vehikel (podlaga). Tako
pripravljeni ND so izkazovali mo¢ne antioksidativne lastnosti.

2 . . L . S .
Metaloproteaze so endopeptidaze (encimi) v zunajceliénem matriksu, ki imajo pomembno vlogo pri
migraciji celic.
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2.2.1.4.2 Protivnetno delovanje

Zaradi zelo dobrih rezultatov Zelimo na zacetku predstaviti raziskavo v kateri so preverjali
uéinkovitost izvletka Zajblja na rde¢ini povzroteni z UV® svetlobo (Flavex Natur ...,
2013). V studiji je sodelovalo 40 ljudi, katerim so na vneto kozo ramen, povzro¢eno z UV
svetlobo, nanesli pripravek z 2 % izvle€kom zajblja, izoliranega s superkriticnim plinom —
CO,". Rezultati so pokazali, da izvletek Zajblja bistveno zmanja eritem. Poleg tega so
zeleli preveriti ali izvleCek Zajblja na kozo deluje iritativno. Poskus so izvedli tako, da so
na “zdrava” ramena nanesli pripravek z izvleckom Zajblja in tudi v tem primeru prisli do
pozitivnih rezultatov, saj ni bilo opaziti iritacije na izvleCek zajblja na ne obsevani
povrsini. Studija dokazuje, kar so mnogi slutili: izvletek Zajblja deluje protivnetno in je
koristen pri lokalni uporabi vnete koze (Reuter in sod., 2007). Na eni strani fenoli
predstavljajo mocne antioksidante in so lovilci prostih radikalov, na drugi strani pa
regenerativni in protivnetni triterpeni, kot je ursolna kislina, kazejo u¢inkovite popravljalne
lastnosti.

Z lokalno uporabo triterpenskih kislin je mogoce obnoviti strukturo kolagenskih vlaken,
poskodovanih zaradi UVB sevanja, posledi¢no se izboljsa elasti¢nosti koze in gubice so
zmanjSane (Reuter in sod., 2007).

Ursolna kislina ima dokazano protivnetno delovanje. Vpliva na metabolizem arahidonske
kisline v ¢loveskih trombocitih in levkocitih, inhibira elestazo in preprecuje proteolizo
elastina v kozi (Leskovar, 2007).

Nadalje, Baricevi¢ in sod. (2001) so v svoji Studiji preiskovali dermalne protivnetne
lastnosti listov Salvia officinalis L., pridobljenih iz 4 genskih virov. Izkazalo se je, da
izvleki heksana in kloroforma zavirajo usesni edem misi, povzroen s krotonovim oljem’.
Najbolj aktivni so bili izvlecki kloroforma. Metanolni (MeOH) izvlecki so pokazali nizek
ucinek, etericno olje pa je bilo neaktivno oz. je celo povzrocalo vnetje koze. Kemijske in
farmakoloSke Studije najbolj ucinkovitih kloroformnih izvleckov, pridobljenih iz
avtohtonih rastlin zajblja, ki rastejo v submediteranskih regijah Slovenije, so pokazale, da
je glavna komponenta, odgovorna za protivnetno aktivnost, ursolna kislina. Protivnetni
ucinek te kisline (IDsp = 0,14 pmol cm™) je bil dvakrat vecji od indometacina (IDso= 0,26
umol cm™), ki se v terapiji uporablja kot nesteroidni antirevmatik. Vsebnost ursolne kisline
v zajblju in njegovih derivatih za dermalno uporabo velja za parameter kontrole kakovosti
(Baricevic in sod., 2001).

Raziskovalci so dokazali protivnetno delovanje tudi za oleanolno- in rozmarinsko kislino
(EMEA ..., 2010; Svobodova in sod., 2003). Rozmarinska kislina deluje kot inhibitor

3 UV svetloba povzroéi v kozi nastanek vnetja, oksidacijo biologkih makromolekul, stimulacijo Zlez lojnic,
melanogenezo in spremembo v setavi koze.

4 Ekstrakcija s superkriticnimi plini je postopek izolacije, ki s spreminjanjem tlaka in temperature v obmocju
tekoCega stanja plina spreminjajo njegove lastnosti kot topila (npr. polarnost). Tako lahko dokaj selektivno
izoliramo posamezne spojine, tudi etericno olje, pri nizkih temperaturah in tako prepre¢imo nezelene
kemijske reakcije.

> Olje iz azijske rastline Croton tiglium, je kozni iritant in moéno odvajalo.
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aktivnosti komplementa, ki ima osrednjo vlogo pri razvoju vnetnih reakcij in predstavlja
enega od poglavitnih obrambnih sistemov telesa (EMEA ..., 2010).

2.2.1.4.3 Zaviranje nastanka dusikovega oksida (NO)

NO je wvrsta prostih radikalov, ki lahko povzro¢ajo melanogenezo, eritem in
imunosupresijo ter druge vnetne reakcije koze. Rezultati Studije Lee in sod. (2011) so
pokazali, da ima rod Salvia, moc¢an zaviralni u¢inek na nastanek NO v primerjavi z rodom
Ocimum, vendar nekoliko manjsi v primerjavi z rodom Rosmarinus, ki se je pri tem izkazal
z najboljSimi rezultati.

Moctno pozitivno povezanost z uéinki DPPH® (difenil-2-pikrilhidrazil) — lovljenjem in
ucinki na zaviranje tvorbe NO prepisujejo vsebnosti skupnih fenolov in skupnih flavonov,
znacilnih za rastline rodu Salvia (Lee in sod., 2011).

2.2.1.4.4 Stabilizacija krhkih kapilar, ucvrstitvena in proticelulitna aktivnost

Izvlecek zajblja stabilizira krhke kapilare, zmanjSuje njihovo prepustnost in tako zmanjSuje
edem tkiva. Razlog pozitivnega delovanja izvlecka Zajblja je najverjetneje v vsebnosti
flavonoidov (npr. hesperidin), prisotnih v izvlec¢ku zajblja.

Anthoine in  Aubert (1990) v svojem prispevku navajata pripravke, ki vsebujejo
kozmeti¢no ali farmacevtsko sprejemljive nosilce in kombinacijo rastlinskih izvleckov
sestavljenih iz izvleCkov zajblja (Salvia officinalis L.) in bodece lobodike (Ruscus
aculeatus L.). Po Stevilnih $tudijah so ugotovili, da lahko dosezemo sinergisti¢no delovanje
na zmanjSanje permeabilnosti kapilar in porast odpornosti, s tem da kombiniramo izvle¢ek
bodece lobodike z izvleCkom zajblja. Tovrstne pripravke lahko uporabljamo v primeru
krhkih kapilar, saj zmanjSujejo permeabilnost in povecajo njihovo odpornost. Dodatno
imajo pripravki, primerni za dermalno uporabo, ucvrstitveno in proticelulitno aktivnost,
posebej e v kombinaciji z ostalimi rastlinskimi izvlecki, katerih glavni delez predstavljajo
vodotopne organske spojine.

2.2.1.4.5 UV absorpcijsko delovanje

Prekomerna izpostavljenost UVA in UVB zarkom vodi do nastanka koznih gub in koznega
raka. Izvle¢ek Salvia officinalis “Icterina’ raztopljen v MeOH (10 mg mL™") je pokazal
mocno UVA in UVB absorpcijsko delovanje, ko so merili absorbanco pri 365 nm (UVA)
in 300 nm (UVB) glede na pozitivno kontrolo ZnO (5 %) in metil salicilat (100 pg mL™).
Ugotovili so, da ima UVA absorpcija pozitivno povezavo z UVB absorpcijo (Lee in sod.,
2011).

2.2.1.4.6 Protibakterijsko in protiglivicno delovanje

Celi Garcia in sod. (2012) so v svoji eksperimentalni Studiji preverjali protibakterijsko in
protiglivicno delovanje vodno-alkoholnega izvlecka pridobljenega iz posuSene rastline

% DPPH je stabilni prosti radikal, opisan kot hitra, enostavna in konvencionalna metoda za pregled aktivnosti
lovljenja radikalov
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Salvia officinalis L. proti Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Candida
albicans in Candida tropicalis. Rezultati so pokazali, da Salvia officinalis L. ni bil
ucinkovit proti Streptococcus agalactiae, Candida albicans ali Candida tropicalis.
Nasprotno so zelo dobre rezultate belezili v primeru protibakterijskega delovanja proti
Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus je gram-pozitivna bakterija, ki povzro¢a kozne, urinarne in
respiratorne infekcije (Celi Garcia in sod., 2012). Na kozi naredi pogoje primerne za razvoj
aken, komedonov, papul, pustul in celulita (Lee in sod., 2011).

Zakljucijo s tem, da Salvia officinalis L. ohranja normalno mikrofloro koZe in zato bi lahko
bili pripravki z vsebnostjo Salvia officinalis L. primerni za na bakterije obcutljivo kozo.
Predlagajo razvoj Cistilnega in negovalnega tekocega mila za kozo obolelo z infekcijskim
dermatitisom, pri katerih je povzrocitelj Staphylococcus aureus (Celi Garcia in sod., 2012).

Pozitivne rezultate belezi tudi Studija Lee in sod. (2011), kjer so delovanje Salvia
officinalis L. proti Staphylococcus aureus primerjali z ufinkom penicilina (100 %).
Izvlecki Salvia officinalis L. izkazujejo mo¢no delovanje proti Staphylococcus aureus, z
povpre&nim razmerjem’ med 24,4 — 32,7 %.

Tovrstni u¢inek pripisujejo predvsem bogati in pestri vsebnosti zajblja s spojinami, kot so
1,8-cineol, tujon, kafra, tanini, saponini, za katere Stevilni viri porofajo o njihovem
protibakterijskem delovanju (Celi Garcia in sod., 2012).

Med tem pa so v drugi Studiji ocenjevali protiglivicno in protivnetno delovanje eteri¢nih
olj na citotoksiéne makrofage in keratinocite. Olja so preiskovali z GC, GCMS,
protiglivicno aktivnost pa preverjali glede na kvasovke, dermatofite in plesen iz rodu
Aspergillus. Glavni sestavini zajbljevega eteri¢nega olja sta bili 1,8-cineol (39,5 - 50,3 %)
in kafra (8,8 — 25,0 %). Eteri¢na olja so razkrila protiglivi¢no aktivnost proti dermatofitom
in signifikantno zavirala nastanek duSikovega oksida (NO), ki jo stimulira lipopolisaharid
(LPS®) v makrofagih, brez vpliva na celico. Ta dognanja kaZejo, da aktivne koncentracije
zajbljevega olja ne vplivajo na sesalske makrofage in keratinocite, zato jih lahko vgradimo
v kozmeti¢ne in farmacevtske formulacije (Abu-Darwish in sod., 2013).

2.2.1.4.7 Vpliv na melanogenezo

Vredno branja je delo Oliveira in sod. (2012), s katerim so Zeleli oceniti prispevek
rozmarinske kisline pri delovanju Zajbljevega izvleCka na melanogenezo. Za vrsto Salvia
officinalis L. so se odlocili predvsem zato, ker vsebuje visoke koli¢ine fenolov in fenolnih
derivatov, vkljucujo¢ rozmarinsko kislino, za katere so dokazali, da biolosko vplivajo na
melanogenezo in imajo fotoprotektivne lastnosti. Najprej so izvedli test citotoksi¢nosti

W v W

tekocCega (EF) in vodnega (EA) izvlecka Zajblja ter precisCene rozmarinske kisline (RA) na

7 Razmerje med inhibicijsko cono, ki jo povzroéi izvletek (10 mg na disk) in inhibicijsko cono: 4,2 cm,
znadilno za penicilin x 100

S Lps- komponenta celi¢ne stene vecine po Gramu negativnih bakterij. Mo¢an spodbujevalec naravne
odpornosti
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B16F10° celicah, nato je sledilo vrednotenje proizvodnje melanina in aktivnost
tirozinaze'".

Opazili so, da oba izvlecka S. officinalis ob prisotnosti L-tirozina'' pomembno vplivata na
melanogenezo v B16F10 celicah in je njuno delovanje celo boljSe od Ciste RA. To kaze na
dejstvo, da je RA ena, a ne edina spojina, prisotna v izvleckih S. officinalis, ki vplivajo na
melanogenezo. Izvlecki S. officinalis lahko sluzijo kot alternativni substrat, ki inducira
delovanje tirozinaze.

Z nadaljnjimi testi so ugotovili, da ima RA celo dvojni u€inek na melanogenezo B16F10
celic. In sicer so opazili, da RA pri majhnih koncentracijah deluje kot pozitivni modulator
melanogeneze, vkljucujo€ sintezo tirozinaze, ki ji sledi hitro povecano delovanje tirozinaze
ter veCja proizvodnja melanina. Nasprotno so ve¢je koncentracije RA povzrocile
zmanjSano delovanje tirozinaze v obeh sistemih. Razlog mocno zavrte encimske aktivnosti
v priemru vecjih, vendar ne citotoksic¢nih koncentracijah RA, je lahko v tem, da RA enako
kot drugi polifenoli deluje zaviralno na veznem mestu tirozinaze, ki vodi do tvorbe o-kinon
derivata in blokiranja encimske oksidacije L-DOPA'? do o-dopakinona. Nadaljujejo, da je
RA mocan antioksidant in zato lahko v velikih koncentracijah deluje na zmanjSanje o-
dopakinona prisotnega v reakcijski zmesi do L -DOPA, kar omejuje formacijo dopakrome
in posledi¢no melanina. Izpostavljenost BI6F10 celic vi§jim koncentracijam RA sprozi ve¢
postopkov, ki negativno vplivajo na proces melanogeneze.

Ce povzamemo rezultate $tudije Oliveira in sod. (2012) ugotovimo, da izvlecki S.
officinalis in RA posegajo v proces melanogeneze z izrazanjem melanina v celicah,
odvisno od njihove koncentracije v mediju, pri tem pa ni nujno da se spreminja delovanje
celic ali delovanje tirozinaze.

Razli¢ne snovi, prisotne v izvleckih Zajblja, lahko razli¢no delujejo na melanogenezo ter
posegajo v razli¢ne faze sinteze in delovanja tirozinaze. Lahko delujejo tudi sinergisti¢no.

Salvia officinalis in RA, se lahko Stejejo kot potencialno terapevtsko sredstvo za
zdravljenje bolezni, povezanih s pigmentacijo koZze.

2.2.1.4.8 Pripravki za zobno nego

Zajbelj je pogosta aktivna sestavina v pripravkih za zobno nego in zeli¢nih zdravilnih
pripravkih. Zaradi znanih protimikrobnih lastnostih, kakor tudi svoje trpkosti, ki temelji na
taninih (Creslovinah) prisotnih v zajblju, koristi pri zmanjSanju rasti zobnih oblog, zavirajo
vnetje dlesni in imajo pozitivne u€inke na preprecevanje kariesa (Baricevi€ in sod., 2001).
Vodni izvlecki se uporabljajo kot vir naravnih oksidantov v ustnih vodah in zobnih pastah
za beljenje zob (Kokalj ..., 2013).

? BI6F10 celice so celice, ki se delijo z obi¢ajnimi ¢loveskimi melanociti v mnogih melanogenih poteh. V
tem delu predstavljajo model za vrednotenje uéinkov izvlecka Zajblja in rozmarinske kisline na
melanogenezo

'% Tirozinaza je klju¢ni encim melanogeneze pri ¢loveku

' L- tirozin je substrat za aktivnost encima tirozinaza, ki je odgovoren za sintezo melanina

'> L-DOPA - prekurzor dopamina
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2.2.1.4.9 Antiperspirantno delovanje

Dokazan je vpliv Zajblja na znojenje, saj vodni ali alkoholni izvlecki zajblja izkazujejo
antiperspirantno delovanje (Baric¢evi¢, 1996; Alonso, 2004). Dezodoranti lahko pretirano
potenje zmanjSajo v dveh do treh urah in delujejo do tri dni.

2.2.1.4.10 Izdelki za nego las

Izvle€ki Zajblja se pojavljajo v izdelkih za nego las. Z njihovo uporabo lahko potemnimo
sive lase in zaviramo nastanek prhljaja, zaradi dokazanega antioksidativnega in
protivnetnega delovanja spojin v izvleckih zajblja (Gediya in sod., 2011; Madhuri Reddy
in sod., 2011).

2.2.1.4.11 DiSava

Eteri¢na olja se pojavljajo kot diSavna komponenta v parfumih za moske, milih, Samponibh,
osvezilih zraka, detergentih in drugih kozmeti¢nih izdelkih (Strzalka in sod., 2011; Kokalj
..., 2013).

2.3 METODE ZA VREDNOTENIJE UCINKOVITOSTI KOZMETICNIH IZDELKOV

Med metode za vrednotenje ucinkovitosti kozmeti¢nih izdelkov (KI) uvrS¢amo tudi
transepidermalno izgubo vode (TEWL - trans epidermal water loss), hidratacijo koze in pH
koze, dodatno pa lahko KI vrednotimo organolepti¢no. Podrobneje opisano v nadaljevanju.

23.1 TEWL

TEWL je parameter za izgubo vode skozi intaktno rozeno plast (stratum corneum) koze, v
razmerah, ko ni inducirano potenje (Barel in sod., 2006). Z njim lahko opredelimo splosno
stanje kozne (epidermalne) bariere, ki je odvisno od notranjih dejavnikov, kot je hidratacija
koze in zunanjih dejavnikov, kot so temperatura, relativna vlaznost, letni ¢as. Poleg tega je
metoda uporabna za vrednotenje u¢inkovitosti KI, razvoj in raziskave le-teh. Za dolocitev
TEWL vrednosti obi¢ajno uporabimo napravo, ki se imenuje Tewametrom® TM 300
(Courage + Khazaka, 2003a). Tewametrom® TM 300 vrednost TEWL izmeri kot gostoto
toka vode iz notranjosti telesa v okolico (TEWL ne moremo direktno izmeriti) v g m~> h™".
Ta je odvisen od osebe (spol, starost, anatomsko mesto (preiskovana povrsina),
temperatura koze, potenje), okolja (temperatura, relativna vlaznost, krozenje zraka),
formulacije (Rogiers, 2001; Zvonar, 2013a). Nizke vrednosti TEWL pomenijo dobro stanje
epidermalne bariere, poveCane vrednosti pa kazejo na oslabljeno (rane, opekline,
povrsinsko aktivne snovi (PAS), preve¢ suha koza) epidermalno bariero (Zvonar, 2013a).

2.3.2 Hidratacija koZze

Hidratacija koze je ocena za sploSno stanje koze. Je indikator za stanje epidermalne
bariere, mehanskih lastnosti in sposobnosti vezave vode ter penetracije spojin v kozo. Na
hidratacijo koze vplivajo Stevilni dejavniki, kot so: prisotnost naravnega vlazilnega faktorja
(NMF), uporaba vlazilcev in negovalnih KI, zdravstveno stanje (npr. sladkorna bolezen,
luskavica) in uporaba zdravil ter poklicne dejavnosti in okoljske razmere (Zvonar, 2013a).
Hidratacijo povrSine koze oz. rozene plasti (15 pm) lahko merimo z aparaturo, ki se
imenuje Corneometer® CM 825 (Courage + Khazaka, 2003b).
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2.3.3 pH kozZe

pH koZe je pomemben parameter roZene plasti in regulator homeostaze kozne bariere.
Aparat Skin-pH-Meter (Courage + Khazaka, 2003c) meri pH vodne raztopine na povrsini
koze, ki jo tvori koZa s svojimi izlocki in vsebnostjo vlage. Vrednost pH je merilo za
kislost ali bazi¢nost vodne raztopine na povrsini koze. Z njim lahko vrednotimo obstojece
stanje in kakovost koZe. Merjenje pH in vivo je odvisno od notranjih dejavnikov
(endogeni) kot so starost osebe, spol, mesta preiskovane povrsine, uzivanja hrane in zdravil
ter zunanjih dejavnikov (eksogenih), kot so okolje (letni €asi), na¢in umivanja, uporaba KI
in dermatikov. Vrednost pH koze, ki jo Stejemo za normalno je med 4,5 in 6,5, vrednost
5,5 pa naj bi veljala za povprecni pH koze (Zvonar, 2013b).

2.3.4 Organolepti¢no vrednotenje kozmeti¢nih izdelkov

Dodana vrednost, ki govori o obcutkih, ki jih je kozmeti¢ni izdelek povzro€il uporabniku.
Clovek preko cutnega zaznavanja (vid, otip, vonj) poda oceno sprejemljivosti izdelka,
glede na videz, konsistenco, barvo (Ahlin Grabnar, 2012).



17
Svetlin R. Oblikovanje neg. kreme za suho koZzo z izvleckom zajblja (Salvia officinalis L.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2015

3 MATERIALI IN METODE

3.1 NABIRANJE IN SUSENJE RASTLINSKEGA MATERIALA

Rastline zajblja (Salvia officinalis L.) so bile nabrane v juliju 2014 iz naravnega rasti$¢a na
Krasu, natancneje v Petrinjah pri Kozini.

Slika 3: Nabiranje svezih rastlin zajblja (Salvia officinalis L.) (foto: Svetlin, 2014)

Sveze nabrane rastline zajblja smo posusili v industrijski susilni omari Heraecus TU 3 na
Biotehniski fakulteti (40 °C, krozna ventilacija) do konstantne mase (2 — 3 dni).

Posusen rastlinski material (rastlinsko drogo Zajblja) smo do naslednjega postopka hranili
v platnenih vreCkah v prostorih Biotehniske fakultete (BF), na Jamnikarjevi 101 v
Ljubljani.

3.2 1ZDELAVA SUHIH IZVLECKOV ZAJBLJA

Delo je potekalo na Oddelku za agronomijo na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani,
v laboratorijih Katedre za aplikativno botaniko, ekologijo, fiziologijo rastlin in
informatiko.

Suhi ekstrakti (extracta sicca) so trdni pripravki, pridobljeni z izparitvijo uporabljenega
topila (Formularium Slovenicum, 2011).

Suhi izvlecek Zajblja je obicajno v obliki finega praska, svetlo sive do rjavo-zelene, lahko
rumeno-rjave barve (Ph. Eur., 2008).

Proces izdelave izvleCkov iz svezih rastlin in pripadajoce tehnoloske operacije so
prikazane na sliki 6.



18
Svetlin R. Oblikovanje neg. kreme za suho koZo z izvleCkom Zajblja (Salvia officinalis L.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2015

3.2.1 Mletje rastlinskega materiala

Rastlinsko drogo zajblja (Salvia officinalis L.), ki smo jo uporabili za izdelavo izvleckov
smo najprej ustrezno zmleli do uprasenega vzorca.

3.2.2 lIzdelava tekocih izvleckov (extracta fluida)

Izvlecke smo pripravili z vroco kontinuirano ekstrakcijo (Soxhletov postopek) in uporabili
napravo, ki se imenuje Soxhletov aparat (slika 4). Zeleli smo dobiti dva razli¢na izvlecka,
enega s pretezno lipofilnimi spojinami in drugega s pretezno hidrofilnimi spojinami. Za
ekstrakcijo smo tako uporabili dve razli¢ni organski topili, to sta diklormetan (DCM) za
ekstrakcijo bolj lipofilnih spojin in metanol (MeOH) za ekstrakcijo bolj hidrofilnih spojin.
Tulec (Soxhlet Extraction Thimbles) iz filtrirnega papirja smo napolnili s 40 - 50 g (1 cm
pod vrhom) posuseno in ustrezno razdrobljeno drogo, na vrhu pokrili z vato in vstavili v
Soxhletov aparat. Stolpec droge v tulcu smo prelili s 500 mL ustreznega topila.
Ekstrakcijsko topilo DCM, smo segrevali na ustreznem grelniku v 500 mL bucki, kateri
smo dodali nekaj vrelnih kamenckov. Topilo je pricelo vreti, pare so se utekoCinile v
hladilniku in kondenzat je kot €isto topilo kapljal na stolpec droge. Ko je kondenzat topila
napolnil nastavek do visine odtoka, se je ta prelil nazaj v bucko in pricel se je novi cikel.
Opazili smo, da so prvi cikli najbolj intenzivno temno zeleno obarvani, nato je barva iz
cikla v cikel postajala vse svetlejSa in ko je iztekalo ze skoraj brezbarvno topilo je bila
ekstrakcija koncana. Postopek smo izvajali tako dolgo, da je poteklo 30 ciklov. Dobili smo
skoncentriran tekoci izvlecek (extracta fluida).

.....

Vodni hladilnik

<—— Qdtok hladne vode tl i

Kondezant topila
<—— Dotok hladne vode

Vracanje topila
v buéko

Slika 4: Shematski prikaz Soxhletovega aparata (prirejeno po Soxhlet extractor ..., 2015) (levo) in potek
ekstrakcije zajblja (Salvia officinalis L.) s Soxhletovim aparatom (foto: Svetlin, 2014)

3.2.3 Izdelava suhih izvle¢kov (extracta sicca)

Zatem je sledilo odparevanje topila z rotacijskim vakuumskim uparjevalnikom (rotavapor
Biichi) (slika 5). Iz bucke smo odstranili vrelne kamencke in jo skupaj z tekocim
izvleCkom dali na rotavapor. Pri¢eli smo uparjati topilo, tako da smo postopoma
povecevali hitrost uparevanja, z regulatorjem tlaka pa zagotovili zelen podtlak v sistemu.
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Uparjanje je trajalo priblizno 2 uri. Z izparitvijo uporabljenih topil smo dobili suhi izvlecek
zajblja. Tako prvega kot drugega smo zasCitena (z alufolijo) pred svetlobo do naslednjega
postopka hranili v eksikatorju.

Na enak nacin je potekala tudi ekstrakcija, ko smo za topilo izbrali MeOH.

Slika 5: Uparjanje topila z rotacijskim vakuumskim uparjevalnikom (rotavapor Biichi) (foto: Svetlin, 2014)

sveZa rastlina Zajblja (Salvia officinale L.)

}

susenje

}

droga 2Zajblja (Salvia officinale L.)

|

mletje

|

dodajanje topila

|

ekstrakcija

|

uparjanje topila

|

suienje — suhi izvleéek Zajblja (Salvia officinalis extractum siccum)

Slika 6: Shema predelave svezih rastlin Zajblja v suhi ekstrakt zajblja (prirejeno po Baumgartner in Zvonar,
2013).

3.3 IZDELAVA KREME S SUHIM IZVLECKOM ZAJBLJA

Delo je potekalo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, v laboratorijih Katedre za
farmacevtsko tehnologijo.



20
Svetlin R. Oblikovanje neg. kreme za suho koZo z izvle¢kom zajblja (Salvia officinalis L.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2015

3.3.1 Postopek izdelave

3.3.1.1 Priprava osnovne zmesi

V popolnoma suhi terilnici smo zatehtali 5 g suhega izvlec¢ka zajblja DCM ali MeOH. Nato
smo terilnico dali na vodno kopel (40 °C) in postopoma v majhnih volumnih (po pravilu
rastoCih mas) dodali 10 g olivnega olja, po vsakem dodatku smo intenzivno premesali
dokler ni nastala primerna homogena gladka zmes. Izdelano zmes smo zunaj vodne kopeli
med meSanjem ohladili. Zmes je vsebovala 33 % suhega izvlecka zajblja. Tako
pripravljena zmes je bila primerna za vgradnjo v poltrdno podlago.

3.3.1.2 Izdelava negovalnih krem z izvleCkom Zzajblja

Iz osnovne zmesi smo nato pripravili kreme (formulacije) s koncentracijami 10, 5, 2,5 in
1,25 g/100 g kreme (preglednica 1). Kot podlago za izdelavo kreme smo uporabili
amfifilno (amf) Lexobazo (o/v). Gre za komercialno dostopno podlago, pogosto
uporabljeno za pripravo dermalnih pripravkov, ki ima natan¢no definirano sestavo po
naslednji recepturi:

Glycerolmonostearat 60 40¢g
Cetylalkohol 6,0 g
Kratkoverizni trigliceridi 75¢g
Macrogol-20-glycerolmonostearat 70 g
Propylenglycol 10,0 g
Aqua purificata 40,0 g

Sestava za kon¢nih 100 g Lexobaze amf (Lexobaza, 2015).

V pateno smo zatehtali Lexobazo amf in osnovno zmes Zajblja in mesSali, da je nastala
homogena zmes.

Preglednica 1: Priprava formulacij s koncentracijami 10, 5, 2,5 in 1,25 g/100 g kreme

Formulacije z izvleCkom Zzajblja Priprava

10 % (m/m) 15 g osnovne zmesi red¢imo z Lexobazo do 50 g

5 % (m/m) 25 g formulacije 10 % (m/m) red¢imo z Lexobazo do 50 g
2,5 % (m/m) 25 g formulacije 5 % (m/m) red¢imo z Lexobazo do 50 g
1,25 % (m/m) 25 g formulacije 2,5 % (m/m) red¢imo z Lexobazo do 50 g

3.4 ORGANOLEPTICNO VREDNOTENJE FORMULACIJ Z 10/5/ 2,5 IN 1,25 %
IZVLECKOM ZAJBLJA

Pripravljene formulacije (kreme) smo postavili v vrsto glede na delez izvlecka zajblja (sliki
7 in 8) in organolepticno vrednotili. V to podroc¢je sodi ugotavljanje videza, barve, vonja,
konsistence, mazljivosti in obcutka po nanosu. Formulacijam smo ocenili videz, ki mora
biti homogen in kremast. Barvo smo ocenili tako, da smo primerjali vzorce glede na belo
podlago. Vonj smo ocenili tako, da smo vonj formulacij primerjali z vonjem Lexobaze, ki
nima znacilnega vonja. Konsistenco smo ocenili tako, da smo jo primerjali s konsistenco
Lexobaze, ki je poltrdna in je znana za kreme. Mazljivost smo ocenili tako, da smo vzorce
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razmazali po povrSini koZe in zatem ocenili penetracijo v koZo. Nazadnje smo ocenili
obcutek (lahek/tezak, nemasten/masten), ki ga izdelek pusti na kozi po nanosu formulacij.

Slika 7: Organolepti¢no vrednotenje formulacij, ki se razlikujejo po delezu DCM izvlecka zajblja (foto:
Svetlin, 2015)

Slika 8: Organolepti¢no vrednotenje formulacij, ki se razlikujejo po delezu MeOH izvlecka zajblja (foto:
Svetlin, 2015)

3.5 VREDNOTENIJE KOZMETICNE UCINKOVITOSTI FORMULACIJ Z 2,5 %
IZVLECKOM ZAJBLIJA

V  klini¢ni $tudiji smo uporabili formulaciji z 2,5 % izvleckom zajblja in izdelali tri

razlicne vzorce. Prva dva vzorca sta vsebovala razlicna izvlecka zajblja, ki sta se

razlikovala glede na uporabljeno topilo pri ekstrakciji, tretji vzorec je predstavljal placebo
(Lexobazo z olivnim oljem).

Izdelali smo 50 g posameznega vzorca (preglednica 2).

Preglednica 2: Sestava za kon¢nih 100 g: krema DCM, krema MeOH, placebo

Vrsta formulacije Sestavine Masa sestavin
DCM Suhi ekstrakt zajblja pridobljen s topilom DCM 25¢g
DCM Rafinirano olivno olje 50¢g
DCM Lexobaza 92,5¢g
MeOH Suhi ekstrakt zajblja pridobljen s topilom MeOH 25¢g
MeOH Rafinirano olivno olje 50¢g
MeOH Lexobaza 925¢g
Placebo Rafinirano olivno olje 50¢g

Placebo Lexobaza 92,5¢g
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3.5.1 Parametri za izvedbo klini¢ne Studije

Pred izvedbo klini¢ne Studije smo najprej doloc€ili obmocje in koli¢ino nanosa uporabljenih
formulacij. Glede na izkusnje preteklih Studij (Gobec, 2014) in priporocenih smernic smo
dolo¢ili, da sta obe podlahti (leve in desne roke) najbolj primerno mesto aplikacije za
kozmeticne izdelke v nasi Studiji. Poleg tega nas je predhodno zanimalo koliksno koli¢ino
formulacije je potrebno nanesti, da se pokazejo merljivi rezultati. Glede na poskus se je kot
najbolje izkazala koli¢ina 30 mg. To je tista koli¢ina formulacije, ki se v nasSem primeru
lepo razmaze po celotno ozna¢enem mestu nanosa in se v kozo tudi po nekaj Casa v celoti
vpije.

3.5.2 Prostor in protokol Studije

Klini¢no $tudijo smo izvedli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, v laboratorijih
Katedre za farmacevtsko tehnologijo.

Slika 9: Oznacena podro¢je nanosa krem na obeh podlakteh: DCM (levo ozna¢eno mesto), MeOH (na sredini
oznaceno mesto in placebo (desno oznaceno mesto) (foto: Svetlin, 2015)

V klini¢ni $tudiji je sodelovalo 12 prostovoljk, starih od 18 — 25 let. Prostovoljke so bile
zdrave in niso jemale zdravil. Vse prostovoljke so soglasale s postopkom testiranja. Dva
dni pred S$tudijo, na testiranem mestu niso smele uporabljati negovalnih kozmeti¢nih
izdelkov (kreme, mila, li¢ila), dovoljeno je bilo umivanje oz. ¢iScenje z vodo, vendar
najkasneje 2 - 3 ure pred meritvijo. Prostovoljkam se je ob prihodu v laboratorij s
testiranega podroc¢ja (podlakti obeh rok) odstranilo oblacilo. Na notranjo stran leve in
desne podlakti smo narisali tri podro¢ja nanosa. Obmocja so bila na neporasceni kozi in ne
neposredno na velikih ilah. Vsako podrogje je bilo veliko 9 cm?® (3 x 3 cm). Po oznagitvi
obmocij so se prostovoljke aklimatizirale. Zagotovili smo jim primeren sede¢ poloZaj ter
pocakali 30 — 40 minut, da se je koza navadila na pogoje v prostoru (T= 22 - 24 °C,
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relativna vlaznost: 40 — 60 %). V tem cCasu prostovoljke niso uzivale toplih pijac (kava,
¢aj), alkoholnih pijac in niso kadile ter niso bile fizi¢no aktivne ali pod vplivom stresa. Po
Stiridesetih minutah smo najprej izvedli bazalne meritve na oznacenih podro¢jih. Dolo¢ili
smo TEWL z napravo Tewameter” TM 300, hidratacijo koZe z napravo Corneometer” CM
825 in pH z napravo Skin-pH-Metrom®. Sledil je nanos vzorcev, na prvo podrogje smo
nanesli formulacijo DCM, na drugo podrocje formulacijo MeOH in na tretje podrocje
placebo. Kot ze omenjeno smo odmerili vse vzorce v enakih koli¢inah 30 mg, ki smo jo
nanesli s pomoc¢jo brizge in spatule. Vzorce smo nanesli z nekaj minutnim zamikom, da
smo lazje izvajali vse meritve. Meritve smo nato izvedli 30 in 60 minut po nanosu, in sicer
v naslednjem zaporedju: najprej smo izmerili vrednost TEWL, nato hidratacijo in nazadnje
Se pH koze. Na vsakem podroc¢ju smo s posamezno napravo naredili po dve (2) meritvi na
posamezni roki.

3.5.3 Aparature za izvedbo klini¢ne Studije

Za vrednotenje u¢inkovitosti formulacij smo uporabili naslednje aparature:

- Tewameter” TM 300 (Courage + Khazaka, 2003a)
- Corneometer” CM 825 (Courage + Khazaka, 2003b)
- Skin-pH-Meter” (Courage + Khazaka, 2003c)

3.5.4 Meritev TEWL s Tewametrom® TM 300

Tewameter® TM 300 je aparatura, s katero merimo izgubo vode skozi intaktno roZeno
plast koze. Vrednost interpretiramo s parametrom TEWL (gostota toka vode iz notranjosti
telesa v okolico) v g m™ h™' (preglednica 3) (Courage + Khazaka, 2003a). Merilna celica je
odprta (omogoc¢a manjsi vpliv na kozo) in opremljena z dvema paroma senzorjev za vlago
in temperaturo.

Slika 10: Tewameter® TM 300
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Preglednica 3: Interpretacija vrednosti TEWL, izmerjenih z aparaturo Tewameter® TM 300 (Courage +
Khazaka, 2003a)

Interpretacija TEWLvV gm?h’!
Zelo zdrava bariera 0-—10
Zdrava bariera 10—-15
Normalna bariera 15-25
Omejena bariera 25-30
Kriti¢no stanje bariere nad 30

3.5.4.1 Postopek merjenja s Tewametrom® TM 300

Celotno povrsino merilne celice smo najprej vertikalno namestili na ravno povrsino koze,
da smo zagotovili dober stik s koZo in preprecili izhlapevanje vode na stiku med kozo in
merilno celico. S pritiskom na gumb na strani merilne sonde se je opravila meritev, ki traja
30 s. Sondo smo premaknili na drugo obmocje posameznega testnega mesta in postopek
ponovili (opravili smo 2 meritvi za vsako obmocje posameznega pravokotnika).

Merilna celica je izredno obcutljiva na razmere iz okolja, zato med meritvijo v merilno
celico nismo govorili ali dihali, meritve nismo izvedli pod direktno son¢no svetlobo ali
lu¢mi, merilne celice nismo pritiskali mo¢no na kozo in jo med meritvijo drzali popolnoma
na miru (roki prostovoljca in izvajalca meritve sta popolnoma mirni).

Slika 11: Meritev TEWL s Tewametrom® TM 300 (foto: Svetlin, 2015)
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3.5.5 Meritev hidratacije koZe s Corneometrom® CM 8§25

Corneometer” CM 825 je aparatura, s katero merimo hidratacijo povriine koZe oz. rozene
plasti (15 pm). Meritve temeljijo na povsem razlicni dielektri¢ni konstanti vode (81) in
drugih snovi (obicajno < 7) ter na predpostavki, da se elektri¢ne lastnosti koze spreminjajo
v odvisnosti od njene hidratacije. Vrednost je podana v arbitrarnih enotah (preglednica 4)
(Courage + Khazaka, 2003b; Zvonar, 2013a)

Slika 12: Corneometer® CM 825

Preglednica 4: Interpretacija vrednosti hidratacije koze, izmerjenih z aparaturo Corneometer® CM 825
(Courage + Khazaka, 2003b)

Interpretacija Vrednosti
Zelo suha koza pod 30
Suha koza 30-45
Normalna koza nad 45

3.5.5.1 Postopek merjenja s Corneometrom® CM 825

Merilno celico smo vertikalno pritisnili na kozo za 1 s (kratka meritev brez okluzije), nasto
smo sondo premaknili in izvedli naslednjo meritev v blizini predhodne meritve oznacenega
mesta.
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Slika 13: Meritev hidratacije koze s Corneometrom® CM 825 (foto: Svetlin, 2015)

3.5.6 Meritev pH kozZe s Skin-pH-Metrom®

Aparat Skin-pH-Meter meri pH vodne raztopine na povrSini koze, ki jo tvori koza s
svojimi izlo¢ki in vsebnostjo vlage. pH vrednost (pH med 0 in 14) je merilo za kislost ali
bazi¢nost vodne raztopine na povrsini koze. Z njim lahko vrednotimo obstojece stanje in
kakovost koze. Vrednost pH koze, ki jo Stejemo za normalno je med 4,5 in 6,5 (Zvonar,
2013b).

Slika 14: Skin-pH-Meter®
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3.5.6.1 Postopek merjenja s Skin-pH-Metrom®

Meritev pH koze smo opravili tako, da smo elektrodo polozili na ravno povrSino koze,
pritisnili na gumb ob strani in ga drzali nekaj (1 - 3) sekund, da je voda reagirala s hidro-
lipofilnim plas¢em koze. Elektrodo smo rahlo dvignili in postopek ponovili, da smo
opravili Se drugo meritev. Na zaslonu sta se izpisali izmerjeni vrednosti pH koze, kon¢ni
rezultat je bila povprecna vrednost. Po koncani meritvi smo elektrodo dvignili nad kozo,
podstavili ¢aSo za zbiranje odpadne destilirane vode in elektrodo sprali s precis¢eno vodo
iz puhalke. pH elektrodo smo pred vsako meritvijo rahlo stresli in nezno popivnali s
papirnato brisaco, da smo odstranili odvecno vodo. Elektroda se ne sme izsusiti, zato jo v
daljSem casovnem obdobju pokon¢no hranimo v raztopini 3M KCI, med posameznimi

meritvami pa smo jo vedno potopili v prec¢isc¢eno vodo.

3.6 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

V nasem poskusu smo proucevali vpliv 3 dejavnikov: formulacija (DCM, MeOH in
placebo), cas nanosa (0, 30, 60 minut) in mesto nanosa (L roka, D roka). Vse tri ravni
dejavnika formulacija smo aplicirali na obe roki in spremljali dogajanje v vseh treh ravneh
dejavnika ¢as nanosa. Podatke smo analizirali z analizo variance za trofaktorski poskus v
kateri smo upoStevali, da so bile meritve opravljane pred nanosom ter 30 in 60 minut po
nanosu formulacij na istih mestih na roki in na istih osebah. Skupaj imamo 18 obravnavanj
v dvanajstih ponovitvah (12 prostovoljk), poskusna enota je ena prostovoljka.

Analizo variance (ANOVA) zbranih podatkov (priloga A) in kontraste za interakcijo
formulacija x Cas nanosa smo naredili s pomocjo statisticnega programa R 3.2.0 (R Core
Team ..., 2015).
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4 REZULTATI

4.1 VIDEZ SUHIH IZVLECKOV ZAJBLJA

Z izparitvijo DCM topila smo dobili suhi izvle¢ek Zajblja v obliki trdnega pripravka,
rumeno-zeleno-rjave barve, po izparitvi MeOH topila smo dobili suhi izvlecek zajblja v
praskasti obliki, temno zelene barve (slika 15).

Slika 15: Suhi DCM izvleéek zajblja (levo) in suhi MeOH izvlecek Zajblja (desno) (foto: Svetlin, 2014)

42 ORGANOLEPTICNA OCENA FORMULACIH Z 10/ 5/2,5 IN 1,25 %
IZVLECKOM ZAJBLJA

NajboljSe organolepti¢ne lastnosti imajo formulacije z 2,5 in 1,25 % izvlecka zajblja.
Imajo poltrdno konsistenco, so svetlo zelene barve in imajo rahel vonj po Zzajblju. Po
pri¢akovanjih sta imeli najslabSe lastnosti formulaciji z 10 % in nato formulaciji s 5 %
izvleCka Zzajblja. Pri teh formulacijah so konsistenca, barva in vonj manj primerni. Na
podlagi sprejemljivosti izdelka, in z namenom ugotavljanja merljivih rezultatov smo za
nadaljnjo vrednotenje izbrali formulaciji z 2,5 % izvle€ka zajblja (preglednica 5 in slika
16).

Preglednica 5: Organolepti¢no vrednotenje formulacij, ki se razlikujejo po delezu izvlecka zajblja

Fomrulacija Videz Barva Vonj Konsistenca Mazljivost  Filem na kozi
. intenziven .
o losjonast,  temno . . . viden zaostanek
10 % vonj po nezadovoljiva  zadovoljiva ..
heterogen  zelena s formulacije
zajblju
5% homogen olivno vom po poltrdna zadovoljiva viden zaostg'nek
zelena Zajblju formulacije
. lahek, ne
2,5% kremast, svetlo rahevzl von poltrdna dobra masten, dobra
homogen zelena po Zajblju ..
penetracija
Kkremast svetlo zelo rahel lahek, ne
1,25 % ’ vonj po poltrdna dobra masten, dobra

homogen zelena Zajblju penetracija
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Slika 16: Vizualni zgled formulacij z 2,5 % DCM (levo) in 2,5 % MeOH (desno) izvleckom Zajblja (foto:

Svetlin, 2015)

4.3 TEWL PO NANOSU FORMULACIJ

Slika 17 prikazuje vpliv vseh preizkusenih formulacij (DCM, MeOH, placebo) na TEWL
koze pri vseh 12-tih prostovoljkah (ena krivulja predstavlja 1 prostovoljko) s ¢asom (0, 30
in 60 minut) na D in L roki. Opazimo, da prostovoljke zelo razlicno odreagirajo na
posamezno formulacijo, vendar v povpre¢ju splosna tendenca TEWL s ¢asom pada, kar

pokaze tudi statisti¢na analiza. Opazimo razlike v bazalnem TEWL med prostovoljkami.
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Slika 17: Grafi¢ni prikaz TEWL (g m™ h™") po razli¢nih ravneh proudevanih dejavnikov, meritve na istih
prostovoljkah na istih mestih v treh ¢asih so povezane s Crto
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Preglednica 6 in slika 18 prikazujeta povpreéne vrednosti in standardne napake TEWL
pred nanosom ter 30 in 60 minut po nanosu za vsako roko in formulacijo posebej. Opazen
je nekoliko visji povpre¢en TEWL pri placebu, kar pokaze tudi statisticna analiza.

Preglednica 6: Povpreéne vrednosti in standardne napake TEWL pred nanosom ter 30 in 60 min po nanosu
posamezne formulacije. Rezultati so podani kot povprec¢je meritev na 12-tih prostovoljkah

TEWL (g m?h™) TEWL (g m?h™) TEWL (g m? h™)

Formulacija Mesto nanosa Pred nanosom Pred nanosom Pred nanosom
Povprecje = SE Povprecje = SE Povprecje = SE
DCM D 7,1£1,0 6,9 +0,7 72+14
DCM L 6,712 6,5+1,2 6,6 1,1
MeoH D 73+13 7,2+ 0,6 6,7+0,9
MeoH L 6,7t14 7,0+1,1 6,5+1,0
Placebo D 8,2=+1,7 7,9+1,0 7,9+ 1,1
Placebo L 7,6 1,2 7,5+13 73+1,2
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Slika 18: Grafi¢ni prikaz povpreénega TEWL (g m™ h™") vseh 12-tih prostovoljk po obravnavanjih in njihove
standardne napake
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Statisticna analiza (preglednica 7) je pokazala, da so vse interakcije (formulacija % cas
nanosa X mesto nanosa, formulacija x ¢as nanosa, formulacija X mesto nanosa, ¢as nanosa
X mesto nanosa) statisticno ne znacilne (p > 0,05). Obstaja statisticno znacilna razlika v
povpre¢nem TEWL med placebom in DCM (p = 0,0000) ter med placebom in MeOH (p =
0,0000). Pri 95 % zaupanju je v povpreju TEWL pri DCM manijsi od 0,58 do 1,18 gm™ h°
' kot pri placebu in od 0,52 do 1,11 g m™? h™' manjsi kot pri MeOH. Statisti¢no zna¢ilne
razlike v povprecnem TEWL med DCM in MeOH nismo dokazali (p > 0,05). Pokaze se
statisti¢no znacilna razlika v povprecnem TEWL med D in L roko (p = 0,0005). Pri 95 %
zaupanju je v povpre&ju TEWL od 0,21 do 0,69 g m™ h™' vi§ji na desni roki. S ¢asom se v
povprecju TEWL mejno statistiGno zna&ilno zmanjsuje za 0,004 g m™ h™' na minuto (95 %
interval zaupanja od 0,000006 do 0,008 g m™h™).

Preglednica 7: Analize variance (ANOVA) za povprecen TEWL (g m™ h™"). Vrednost p podaja statisti¢no
znacdilnost rezultata

Vir variabilnosti p - vrednost
formulacija 0,0000
¢as nanosa 0,0540
mesto nanosa 0,0006
formulacija x ¢as nanosa 0,4725
formulacija x mesto nanosa 0,7908
¢as nanosa X mesto nanosa 0,9636
formulacija x ¢as nanosa x mesto nanosa 0,5202

4.4 HIDRATACIJA KOZE PO NANOSU FORMULACIJ

Slika 19 prikazuje vpliv vseh preizkuSenih formulacij (DCM, MeOH, placebo) na
hidratacijo koze pri vseh 12-tih prostovoljkah (ena krivulja predstavlja 1 prostovoljko) s
¢asom (0, 30 minut in 60 minut) na D in L roki. Podobno kot pri TEWL tudi tu opazimo,
kako prostovoljke zelo razlicno odreagirajo na posamezno formulacijo, vendar v povprecju
splosna tendenca hidratacije koze s ¢asom narasca, kar pokaze tudi statisticna analiza. Prav
tako opazimo razlike v bazalnih vrednostih hidratacije koze med prostovoljkami.
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Slika 19: Grafi¢ni prikaz hidratacij e koze po razli¢nih ravneh prouc¢evanih dejavnikov, meritve na istih

prostovoljkah na istih mestih v treh casih so povezane s ¢rto

Preglednica 8 in slika 20 prikazujeta povprecne vrednosti in standardne napake hidratacije
koze pred nanosom ter 30 in 60 minut po nanosu za vsako roko in formulacijo posebe;.
Opazimo linearno naras¢anje povprecne hidratacije koZe po nanosu posameznih formulacij
s Casom, kar pokaze tudi statisticna analiza.

Preglednica 8: Povpre¢ne vrednosti in standardne napake hidratacije koze pred nanosom ter 30 in 60 min po
nanosu posamezne formulacije. Rezultati so podani kot povprecje meitev na 12-tih prostovoljkah

Hidratacija Hidratacija Hidratacija
. (arbitrarne enote)  (arbitrarne enote)  (arbitrarne enote)
Formulacija Mesto nanosa Pred nanosom Pred nanosom Pred nanosom
Povpredje = SE Povpre¢je = SE Povprecje + SE
DCM D 27+7 29+5 33+7
DCM L 27+8 29+ 5 32+6
MeoH D 28+ 7 31+4 34+6
MeoH L 29+ 8 32+5 33+6
Placebo D 29+7 33+£6 34+5
Placebo L 29+7 335 33+7

13 Zaradi prevelikih varianc med prostovoljkami v hidrataciji koze smo podatke v analizi logaritemsko

(naravni logaritem) transformirali.
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Slika 20: Grafi¢ni prikaz povpreéne hidratacije koZe vseh 12-tih prostovoljk po obravnavanjih in njihove
standardne napake

Statisticna analiza (preglednica 9) je pokazala, da so vse interakcije (formulacija X cas
nanosa X mesto nanosa, formulacija x ¢as nanosa, formulacija x mesto nanosa, ¢as nanosa
X mesto nanosa) statisti¢no ne znacilne (p > 0,05). Obstaja statisticno znacilna razlika v
povprecni hidrataciji koze med placebom in DCM (p = 0,0005) ter med DCM in MeOH (p
= 0,0173). Pri 95 % zaupanju je v povprecju hidratacija koze pri DCM od 1,04 do 1,14
manj$a kot pri placebu in od 1,01 do 1,10 manjsa kot pri MeOH. Statisti¢no znacilne
razlike v povpre¢ni hidrataciji koze med placebom in MeOH nismo dokazali (p > 0,05). S
¢asom se v povprecju hidratacija koze povecuje za 0,03 % na minuto (95 % interval
zaupanja od 0,02 do 0,04 %).

Preglednica 9: Analize variance (ANOVA) za povprecno hidratacijo koze. Vrednost p podaja statisticno
znacilnost rezultata

Vir variabilnosti p - vrednost
formulacija 0,0021
¢as nanosa 0,0000
mesto nanosa 0,6884
formulacija x ¢as nanosa 0,6442
formulacija x mesto nanosa 0,8173
¢as nanosa X mesto nanosa 0,3737

formulacija x ¢as nanosa X mesto nanosa 0,9597
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4.5 pHKOZE PO NANOSU FORMULACIJ

Slika 21 prikazuje vpliv vseh preizkusenih formulacij (DCM, MeOH, placebo) na pH koze
vseh 12-tih prostovoljk (ena krivulja predstavlja 1 prostovoljko) s ¢asom (0, 30 in 60
minut) na D in L roki. Podobno kot pri meritvah TEWL in hidratacije koze, tudi tukaj
opazimo jasne razlike v bazalnih vrednostih pH koze prostovoljk. Za razliko od meritev
TEWL in hidratacije koze opazimo, da smo pH koze v ¢asu 30 minut izmerili le prvim
devetim prostovoljkam, pri zadnjih treh prostovoljkah pa smo meritev pH koZe izpustili. S
tem smo preprecili izpiranje apliciranih vzorcev, zaradi zaostanka (pogoj za meritev)
precis¢ene vode na pH elektrodi.
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Slika 21: Grafiéni prikaz pH koze po razli¢nih ravneh prou¢evanih dejavnikov, meritve na istih prostovoljkah
na istih mestih v treh ¢asih so povezane s ¢rto
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Preglednica 10 in slika 22 prikazujeta povprecne vrednosti in standardne napake pH koze
pred nanosom, 30 in 60 minut po nanosu za vsako roko in formulacijo posebej. Opazimo,
da je vpliv Casa pri razli¢nih formulacijah razlien, kar pokaze tudi statisticna analiza.
Razlike so tudi med razli¢nimi formulacijami.

Preglednica 10: Povprecne vrednosti in standardne napake pH koze pred nanosom ter 30 in 60 min po nanosu
posamezne kreme. Rezultati so podani kot povprecje meritev na 12-tih prostovoljkah

pH pH pH
Formulacija Mesto nanosa Pred nanosom Pred nanosom Pred nanosom
Povprecje = SE Povprecje = SE Povprec¢je + SE
DCM D 5,0+£04 53+0,3 53+0,3
DCM L 52+0,3 54+0,3 5,5+0,3
MeoH D 5,0+ 0,4 5,1+0,2 5,1+0,2
MeoH L 5,0+04 5,1+£0,2 5,1+£0,3
Placebo D 48+0,5 5,3+0,4 5,3+0,3
Placebo L 49+04 53+0,3 53+0,3
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Slika 22: Graficni prikaz povpre¢nega pH koze vseh 12-tih prostovoljk po obravnavanjih in njihove
standardne napake
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Statisticna analiza (preglednica 11) je pokazala, da je interakcija formulacija % ¢as nanosa
statisti¢no znacilna (p = 0,0003). Ker je interakcija znacilna smo razlike med ravnmi teh
dveh dejavnikov (formulacija, ¢as nanosa) preucili z nadaljnjo analizo kontrastov. Vse
ostale interakcije (formulacija x Cas nanosa X mesto nanosa, formulacija x roka, Cas
nanosa X mesto nanosa) niso statisticno znacilne (p > 0,05).

Kontrasti od 1 do 3: primerjali smo posamezno formulacijo med razlicnimi ¢asi nanosa,
kot smo npr. primerjali DCM med 0 in 30 min, med 0 in 60 min ter med 30 in 60 min
Kontrasti od 4 do 6: primerjali smo MeOH — DCM, placebo — DCM in placebo — MeOH v
vsakem Casu nanosa posebej (v ¢asu 0, 30 in 60 min).

V povprecju se pH koze pri DCM s Casom statisticno znacilno spremeni v prvih 30
minutah (p = 0,006), v zadnjih 30 minutah nismo opazili statisticno znacilne spremembe (p
> 0,05). Pri 95 % zaupanju je v povprecju pH koze v €asu 30 minut od 0,04 do 0,38 vecji
kot pred nanosom formulacije.

V povprecju se pH koze pri placebu s ¢asom statisticno znacilno spremeni v prvih 30
minutah (p = 0,006), v zadnjih 30 minutah nismo opazili statisticno znacilne spremembe (p
> 0,05). Pri 95 % zaupanju je v povprecju pH v ¢asu 30 minut od 0,09 do 0,41 vecji kot
pred nanosom formulacije.

Statisticno znacilne razlike v povpre¢ju pH pri MeOH s ¢asom nismo opazili (p > 0,05).

V povprecju se pH koze med placebom in DCM v ¢asu 0 statisti¢no znacilno razlikuje (p =
0,003), v obdobjih 30 in 60 minut nismo opazili statisti¢no znacilne spremembe (p > 0,05).
Pri 95 % zaupanju je v povprecju pH v ¢asu 0 od 0,05 do 0,44 vecji pri DCM kot pri
placebu.

V povprecju se pH koze med placebom in MeOH v ¢asu 30 minut statisticno znacilno
razlikuje (p = 0,01), v zadnjih 30 minutah nismo opazili statisticno znacilne spremembe (p
> 0,05). Pri 95 % zaupanju je v povprecju pH koze v €asu 30 minut od 0,02 do 0,45 vecji
pri placebu kot pri MeOH.

V povprecju se pH koze med MeOH in DCM v ¢asu 30 minut statisticno znacilno razlikuje
(p =0,001), v zadnjih 30 minutah nismo opazili statisticno znacilne spremembe (p > 0,05).
Pri 95 % zaupanju je v povprecju pH v ¢asu 30 minut od 0,09 do 0,52 vecji pri DCM kot
pri MeOH.

V povprecju se pH koze s ¢asom zvisuje za 0,004 na minuto (95 % interval zaupanja od
0,003 do 0,005).

Preglednica 11: Analize variance (ANOVA) za povprecen pH koze. Vrednost p podaja statisti¢no znacilnost
rezultata

Vir variabilnosti p - vrednost
formulacija 0,0003
¢as nanosa 0,0000
mesto nanosa 0,0927
formulacija x ¢as nanosa 0,0003
formulacija x mesto nanosa 0,4961
¢as nanosa X mesto nanosa 0,7752

formulacija x ¢as nanosa x mesto nanosa 0,9097




37
Svetlin R. Oblikovanje neg. kreme za suho koZo z izvle¢kom zajblja (Salvia officinalis L.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2015

5 RAZPRAVA

5.1 ORGANOLEPTICNE LASTNOSTI FORMULACIJ

Organolepti¢ne lastnosti smo vrednotili po obcutku. Zanimal nas je predvsem videz
formulacij, ki je moral biti ustrezno homogen in ustrezne barve. NajboljSe organolepti¢ne
lastnosti so dosegle formulacije z 2,5 % in 1,25 % izvleCkom Zajblja. To pomeni, da so
imele poltrdno konsistenco in svetlo zeleno barvo. Ker so formulacije vsebovale izvlecek
zajblja so imele prijeten in znacilen vonj po zajblju. Sicer so se formulacije lepo mazale in
razporejale po kozi. Dobro so se vpile in niso puscale lepljivega obcutka. Formulacije z
vecjim delezem (5 % in 10 %) izvlecka zZajblja so imele manj poltrdno konsistenco, bile so
temno ali olivno zelene barve in imele manj prijeten vonj, sicer znacilen za Zajbelj. Na
podlagi sprejemljivosti izdelka, in z namenom ugotavljanja merljivih rezultatov smo za
nadaljnje vrednotenje izbrali formulaciji z 2,5 % izvleckom Zajblja.

5.2 SPREMEMBA TEWL

Iz rezultatov smo ugotovili, da je v povpre¢ju TEWL pri formulacijah DCM in MeOH
manjsi kot pri placebu. Znacilno manjsi TEWL pri DCM je lahko posledica lipofilnih
snovi, pretezno prisotnih (npr. fB-sitosterol in stigmasterol) v DCM izvleCku Zajblja, ki
imajo dokazan fizioloski ué¢inek, hkrati pa tudi fizikalni udinek (Smid-Korbar in Kristl,
1998). Lipofilne snovi imajo skupno to lastnost, da podporno delujejo na lipidno bariero
(pregrado) koze (nadomescajo naravno prisotne lipide v stratum corneum) in jo povrsinsko
za8Citijo pred vplivom zunanjih dejavnikov — na povrsini koze tvorijo barierno plast
(delujejo pokrovno), ki preprecuje izgubo vode z izhlapevanjem (zmanjSa se TEWL).
Torej lipofilne snovi koze ne vlazijo na nacin, da ¢rpajo vodo iz globlje lezecih plasti koze
(dober vir fizioloSko prisotne vode) ali zunanjega okolja, ampak podporno delujejo na
lipidno bariero koze in s tem vzpostavljajo ravnovesje vlage v kozi (vlazilni ucinek).
Lipofilne snovi koZzo tudi mehcajo, gladijo (emolientni uc¢inek) in blazijo manjSe gubice
(Bolko, 2012; Lautenschldger, 2004). Zaradi emolientnega ucinka koZo tudi pomirjajo in
preprecujejo njeno srbenje (simptom suhe koze je lahko tudi srbenje), ki prizadeto osebo
sili k praskanju in poSkodbi koze (Ahlin Grabnar, 2011; Proksch in Lachapelle, 2005).
Znacilno manj$i TEWL po nanosu MeOH je lahko posledica prisotnosti hidrofobnih
fenolnih diterpenov (npr. karnozol in karnozolna kislina), za katere domnevamo, da se
nahajajo v MeOH izvlecku zajblja in bi lahko zadrzevali vlago v kozi (Leskovar, 2007,
Lovrec, 2009).

Ugotovili smo, da imajo vse prostovoljke zdravo (TEWL vrednost 10 — 15) oziroma zelo
zdravo kozno bariero (TEWL vrednost 0 — 10).

Variabilnosti v bazalnem TEWL med prostovoljkami in glede na mesto nanosa so
posledica nehomogene (neenakomerne) koZe oseb. Spremenljivke kot anatomsko mesto
(preiskovana povrSina), starost, temperatura koze, prehranske navade prostovoljk, okolja
(temperatura, relativna vlaznost, krozenje zraka) imajo velik vpliv na bazalni TEWL. Vecji
bazalni TEWL pri placebu je posledica meritev, ki so bile izmerjene vedno na istem
anatomskem mestu, zelo blizu zapestja. Za to mesto je znacilno, da ima koza manjsi obseg
podkoznega tkiva, povrSina koze ima manj hidrolipofilnega sloja, koza je tanjSa in bolj
obcutljiva. To je razlog, da je na tem mestu izguba vode koze vecja (ve¢ji TEWL).
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Ugotovili smo, da se v povprecju TEWL po nanosu formulacij v ¢asu 30 in 60 minut
mejno spremeni. KaZze se trend linearnega zmanjSanja TEWL s casom po nanosu
formulacij.

Ugotovili smo, da obstaja znacCilna razlika v povpre¢ju TEWL med D in L roko. V
povprec¢ju je TEWL vecji na desni roki.

5.3 SPREMEMBA HIDRATACIJE KOZE

Ugotovili smo, da formulaciji DCM in MeOH znacilno zmanjSata TEWL, pozitivne
rezultate smo pricakovali tudi pri meritvah hidratacije koze. Rezultat je presenetljiv, saj k
ustrezni kozni barieri najve¢ prispeva ustrezna hidratacija koze (Zvonar, 2013a) in izvlecka
zajblja vsebujeta Stevilne hidrofilne in lipofilne snovi, ki bi lahko imele vlazilni ucinek.
Statisticno neznacilne spremembe v povecani hidrataciji koze zaradi aplikacije formulacij z
DCM ali MeOH izvleckom zajblja so lahko posledica izgube aktivne sestavine skozi
proces ekstrakcije, neenakomernega vpijanja formulacij v kozo, izvedbe in razmer
testiranja, kot je okolje (temperatura, relativna vlaznost, kroZenje zraka), napake meritve
(nemirne roke prostovoljca in izvajalca meritve) in spremenljivk povezanih z
instrumentom. Ugotovimo, podobno kot v predhodni Studiji Gobec (2014), da hidratacija
ni edini dejavnik, ki vpliva na barierno funkcijo koze.

Ugotovili smo, da je povprecna bazalna hidratacija koze prostovoljk zelo majhna in kaZe
na zelo suho stanje koze (arbitrarne vrednosti manjSe od 30). Razlog za slabo hidratirano
kozo prostovoljk je lahko sezonski vpliv, saj smo meritve izvajali v zimskem obdobju, ko
je znacilna nizka zracna vlaga in hladno vreme. Zimsko obdobje Zze dolgo ¢asa povezujejo
z zmanj$ano hidratacijo koze.

Opazne razlike v bazalnih vrednostih hidratacije koze med prostovoljkami so posledica
endogenih dejavnikov (temperatura koze, starost, prehranske navade, anatomsko mesto
(preiskovana povrsina), dejavnikov okolja (temperatura, relativna vlaznost, kroZenje zraka)
in same izvedbe meritev (nemirne roke prostovoljca in merilca).

Ugotovili smo, da se v povprec¢ju hidratacija koze po nanosu formulacij s ¢asom (30 in 60
minut) linearno povecuje.

5.4 SPREMEMBA pH KOZE

Nepomembne spremembe v pH vrednosti koze prostovoljk po nanosu formulacije MeOH
lahko pripiSemo antioksidativnemu (npr. rozmarinska kislina), protivnetnemu (npr. ursolna
kislina in oleanolna kislina) in protimikrobnemu (npr. karnozol in karnozolna kislina)
delovanju aktivne sestavine, ki dokazano preprecuje oksidativno degradacijo koze z
lovljenjem prostih radikalov in ohranja normalno celovitost ¢loveske koze. Znacilne
spremembe v pH koze prostovoljk po nanosu formulacije DCM lahko pripiSemo vplivu
podlage. Ne glede na to smo ugotovili, da se v povprecju pH koze pri vseh obravnavanjih
giblje znotraj sprejemljivih (normalnih) pH vrednosti ¢loveske koze. Vrednost pH ¢loveske
koze, ki jo Stejemo za normalno niha med 4,5 in 6,5, zato je pomembno, da kozmeti¢ni
izdelki za nego koze ohranjajo pH koZze znotraj tega obmocja. Rahlo kisel do nevtralen pH
koze ohranja fiziolosko pregrado (bariero) koze in zavira rast bakterij na njeni povrsini.
Pogosta in dolgotrajna uporaba kozmeti¢nih izdelkov, ki vodijo pH koze izven rahlo
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kislega obmocja, povzroca oslabljeno kozno bariero, povecanje TEWL, poskodbe koze in
njeno prezgodnje staranje (Zvonar, 2013b). Formulaciji DCM in MeOH ohranjata rahlo
kisel do nevtralen pH koze prostovoljk in sta primerni za dermalno uporabo.

Jasne razlike v bazalnih pH vrednostih koze med prostovoljkami so posledica spremenljivk
kot je starost, prehranske navade, temperatura koze, okolje (temperatura, relativna
vlaznost, kroZenje zraka) in anatomsko mesto (preiskovana povrsina).

Ugotovili smo, da se v povprecju pH po nanosu formulacij DCM in placeba v prvih 30
minutah povecuje, v zadnjih 30 minutah nismo opazili sprememb. V povprecju se pH po
nanosu MeOH ne spreminja oz. se spreminja minimalno. V nadaljnjih analizah zato
predlagamo meritev le v ¢asu 30 minut.

Variabilnost nekaterih rezultatov klini¢ne Studije je velika, tako pri meritvah TEWL in
hidratacije koze kot pri meritvah pH koze. Na to je lahko vplivalo ve¢ dejavnikov, kot so
razmere v laboratoriju (temperatura, relativna vlaznost, kroZenje zraka) in nacin izvajanja
meritev, kot so nemirne roke prostovoljca in izvajalca meritve. V laboratoriju smo
poskusili zagotoviti ¢im bolj optimalne pogoje, temperaturo 22 — 24 °C in relativno
vlaznost 40 - 60 %, vendar se mote¢im dejavnikom nismo uspeli popolnoma izogniti, saj
sta npr. temperatura in vlaznost zraka odvisni tudi od dnevnega vremena. Poleg tega so v
laboratoriju namesc¢ene tudi druge aparature, zato je obCasno vstopalo tudi drugo osebje in
izvajalo dolo¢ene meritve. Na rezultate TEWL, hidratacije in pH koZe je lahko vplivalo
tudi neenakomerno vpijanje formulacij v kozo, Ceprav smo uporabili vedno enak nacin za
njihov nanos. MoZen vzrok je tudi odstranjevanje formulacij, s katerim smo lahko
povzrocili poskodbo povrhnjice ali pa je del formulacije ostal na preiskovani povrsini. Kot
je bilo ze povedano, ne moremo izvzeti niti inter- in intraindividualne variabilnosti
(temperatura koZze, starost), anatomskega mesta, spremenljivk povezanih z instrumentom
(temperatura senzorja, teza merilne celice) in formulacij. V nadaljnjih analizah je smiselno,
da se klini¢na Studija izvede na ve¢jem Stevilu prostovoljcev z vecjim Stevilom meritev.
Vecji vzorec bi vsekakor izboljsal zanesljivost dobljenih rezultatov.
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6 SKLEPI

Formulaciji DCM in MeOH z 2,5 % izvleckom Zzajblja imata poltrdno konsistenco, sta
svetlo zelene in imata rahel vonj po zajblju. To potrjuje sprejemljivost formulacij za
uporabnike.

Formulaciji z DCM in MeOH izvleckom zajblja statisticno znacilno zmanjSata TEWL
koze, vendar se v povprecju ne razlikujeta med seboj. Hipoteza, da izvleCek zajblja
zmanjSa transepidermalno izgubo vode (TEWL) je bila s tem potrjena, pri tem pa ni
pomembno ali uporabimo DCM ali MeOH izvlecek Zajblja.

Obstaja statisticno znacilna razlika v povpre¢nem TEWL med D in L roko. V povprecju je
TEWL vecji na desni roki. Za nadaljnje analize je pomembno, da meritve izvajamo vedno
na isti roki (D roki ali L roki).

Formulaciji z DCM in MeOH izvleCkom Zzajblja statisticno znacilno ne povecata
hidratacije koze. Vendar je v povprecju hidratacija ve¢ja pri MeOH kot pri DCM.
Hipoteza, da izvlecek Zzajblja izboljsa hidratacijo koze s tem Se ni bila potrjena.
Predlagamo nadaljnje analize.

TEWL in hidratacija koZe nista neposredno povezana, ¢eprav je znano, da k zdravi kozni
barieri najve¢ prispeva hidratacija, imajo pa vpliv Se drugi dejavniki.

V povprecju formulacija DCM statisti¢cno znacilno poveca pH koze glede na formulaciji
MeOH in placeba. Statisticno znacilne spremembe v povprecju pH koze pri formulaciji
MeOH nismo opazili. Sicer nobena uporabljena formulacija ni povzrocila tako velikih
sprememb pH koze prostovoljk, ki bi vodile izven sprejemljivih pH vrednosti ¢loveske
koze. Hipoteza, da izvleCek Zajblja ohranja rahlo kisel do nevtralen pH c¢loveske koze je
bila s tem potrjena.

V povprecju se hidratacija in pH koze po nanosu formulacij s ¢asom statisticno znacilno
povecujeta, povprecni TEWL se s ¢asom minimalno zmanjsuje.

Bazalne vrednosti TEWL, hidratacije in pH koze so zaradi nehomogene koze oseb med
prostovoljkami in glede na preiskovano povrsino (mesto nanosa vzorcev) zelo razli¢ne.

Kozmeti¢no vrednost izvlecka zajblja je treba nadalje raziskovati z uporabo razli¢nih topil
in z razlicnimi vrstami formulacij. Zanesljivost dobljenih rezultatov pa je mogoce izboljsati
z nacrtovanim poskusom po principu slucajnosti za poskusno zasnovo, vecjim Stevilom
meritev in ne nazadnje vecjim Stevilom prostovoljcev.

Razvoj znanosti nam je Sele v zadnjih letih omogocil uporabo mo¢nih raziskovalnih orodij,
zato smo lahko prepri€ani, da so pred nami Se pomembna odkritja delovanja pripravkov z
izvleCkom Zajblja na kozo.

Pomembnost zdravilnih rastlin v kozmeti¢nih izdelkih (pripravkih) vztrajno raste. Za
izbrano zdravilno rastlino, ki jo zelimo vkljuéit v kozmeti¢ni pripravek je pomembno, da
podpira in ohranja fiziolosko delovanje koze.
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7 POVZETEK

Suha koza je le stanje koZe, ki se pojavi in zopet lahko izzveni ob ustrezni negi. Nacin s
katerim lahko ustrezno negujemo in ohranjamo normalno stanje koze je tudi uporaba
negovalnih kozmeti¢nih izdelkov.

Namen magistrske naloge je bil oblikovati in kozmeti¢no vrednotiti kozmeti¢ni pripravek
za vlazenje koze, s katerim zelimo zmanjSati izhlapevanje vlage iz koze in izboljSati njeno
hidratacijo. V pripravek smo dodali izvlecek Zajblja (Salvia officinalis L.) kot kozmeti¢no
aktivno sestavino, za katero je znano, da ima pozitivne u¢inke na kozo.

Razvoj naSega izdelka se je v prvi vrsti pricel z izdelavo suhega izvlecka Zajblja (Salvia
officinalis L.) po Soxhletovem postopku, z dvema razlicnima organskima topiloma,
diklormetanom (DCM) za ekstrakcijo bolj lipofilnih spojin in metanolom (MeOH) za
ekstrakcijo bolj hidrofilnih spojin. Delo je potekalo na Oddelku za agronomijo na
Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani, v laboratorijih Katedre za aplikativno botaniko,
ekologijo, fiziologijo rastlin in informatiko.

Iz laboratorijev Biotehniske fakultete smo izvlecka Zajblja nato prenesli na Fakulteto za
farmacijo, kjer smo ju vgradili v ustrezno podlago. Za vrednotenje kozmeticne
ucinkovitosti smo izdelali tri razlicne vzorce. Prva dva vzorca sta vsebovala razli¢na
izvleCka zajblja, ki sta se razlikovala glede na uporabljeno topilo pri ekstrakciji, tretji
vzorec je predstavljal placebo. Vzorci so bili podvrzeni kozmeti¢nim testom ucinkovitosti
na 12-tith prostovoljkah. Rezultati teh testov so nam podali vrednosti o ucinkovitosti
izdelkov glede na TEWL, hidratacijo in pH koZe. Rezultati testiranj so temeljili na
meritvah s pomog&jo Tewametra® TM 300, Corneometra® CM 825 in Skin-pH-Metera™

Tewameter® TM 300 meri izgubo vode skozi roZeno plast koZze. Corneometer™ CM 825
meri hidratacijo povrSine koze oz. rozene plasti (15 pm). Skin-pH-Meter ® meri pH vodne
raztopine na povrsini koze, ki jo tvori koZa s svojimi izlocki in vsebnostjo vlage.

Rezultati analize variance so pokazali, da se TEWL po nanosu formulacij DCM (95 %
interval zaupanja od 0,58 do 1,18 g m™ h™) in MeOH (95 % interval zaupanja od 0,52 do
1,11 g m? h') statistiéno znailno zmanjia. Hipoteza, da izvledek Zajblja vpliva na
zmanjSano transepidermalno izgubo vode (TEWL) je bila s tem potrjena. Formulaciji z
DCM in MeOH izvleckom Zajblja statisticno znacilno ne povecata hidratacije koze.
Hipoteza, da izvlecek Zajblja izboljsa hidratacijo koze s tem Se ni bila potrjena. Rezultati
statistiCne analize so potrdili Se tretjo hipotezo, in sicer da izvlecka zajblja ohranjata rahlo
kisel do nevtralen pH (4,5 — 6,5) Cloveske koze.

Kozmeti¢no vrednost izvlecka Zajblja je treba nadalje raziskovati z uporabo razli¢nih topil
in razli¢nimi vrstami formulacij.

Razvoj znanosti nam je Sele v zadnjih letih omogocil uporabo mocnih raziskovalnih orodij,
zato smo lahko prepricani, da so pred nami Se pomembna odkritja delovanja pripravkov z
izvleckom Zajblja na kozo.
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Priloga A

Podatki klini¢ne Studije meritev TEWL, hidratacije in pH koZe

Oseba Roka Krema Mesto Cas meritve Tewl Hidratacija pH
1056 | L DMC 1 0 6 32,1 4,95
1056 | L MeOH 2 0 6,2 37,75 4,75
1056 | L placebo 3 0 7 35 4,5
1056 | L DMC 1 30 5,7 243 4,9
1056 | L MeOH 2 30 6,6 26,13 4,74
1056 | L placebo 3 30 6,4 26,15 4,99
1056 | L DMC 1 60 6 38,2 4,94
1056 | L MeOH 2 60 6,2 41,3 4,83
1056 | L placebo 3 60 7,2 433 5,07
1056 | D DMC 4 6,5 24,4 5,57
1056 | D MeOH 5 9,5 22,25 5,49
1056 | D placebo 6 9,5 26,45 3,98
1056 | D DMC 4 30 6,9 30,45 5,34
1056 | D MeOH 5 30 7,4 33,75 5,11
1056 | D placebo 6 30 8,7 33,9 5,46
1056 | D DMC 4 60 7,9 33,05 5,26
1056 | D MeOH 5 60 7,5 33,4 5,02
1056 | D placebo 6 60 8,8 33,45 5,22
1057 |L DMC 7 6,3 26,1 5,38
1057 | L MeOH 8 7,5 22,65 5,58
1057 | L placebo 9 7,7 23,45 5,61
1057 |L DMC 7 30 5,1 31 5,11
1057 |L MeOH 8 30 7,7 28,97 5,01
1057 |L placebo 9 30 8,1 29,1 5,66
1057 | L DMC 7 60 6,2 30,8 5,29
1057 |L MeOH 8 60 5,6 29 4,92
1057 | L placebo 9 60 8 28,85 5,24
1057 |D DMC 10 7 23,05 5,79
1057 |D MeOH 11 6,9 224 5,77
1057 |D placebo 12 9,4 25,35 5,81
1057 |D DMC 10 30 7 25,9 5,63
1057 |D MeOH 11 30 7,5 26 5,04
1057 |D placebo 12 30 8,1 19,47 5,54
1057 |D DMC 10 60 6,2 29,6 5,88
1057 |D MeOH 11 60 6,6 29,45 5,3
1057 |D placebo 12 60 8,4 30,05 5,7
1058 | L DMC 13 6,1 22,18 5,08
1058 | L MeOH 14 5,4 24,43 5,27
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1058 | L placebo 15 0 7 22,7 5,09
1058 | L DMC 13 30 5,3 30,95 5,25
1058 | L MeOH 14 30 5,6 29,3 5,01
1058 | L placebo 15 30 5,9 29,95 5,42
1058 | L DMC 13 60 6,2 28,83 5,3
1058 | L MeOH 14 60 5,9 27,95 5,06
1058 | L placebo 15 60 6,9 18,97 5,54
1058 | D DMC 16 7,2 21,85 5,05
1058 | D MeOH 17 6,7 26,4 4,89
1058 | D placebo 18 7,2 28,2 4,62
1058 | D DMC 16 30 6,8 29,7 5,38
1058 | D MeOH 17 30 6,7 32,15 5,11
1058 | D placebo 18 30 6,3 30,4 4,94
1058 | D DMC 16 60 6,1 30,5 5,48
1058 | D MeOH 17 60 6,2 34 5,02
1058 | D placebo 18 60 7,3 31,95 5,15
1059 | L DMC 19 8,3 20,1 5,8
1059 | L MeOH 20 7,3 20,47 5,67
1059 | L placebo 21 7,2 23,65 5,47
1059 | L DMC 19 30 7,4 24,7 5,79
1059 | L MeOH 20 30 7,9 26 5,38
1059 | L placebo 21 30 7,6 27 5,71
1059 | L DMC 19 60 7,7 26,05 5,8
1059 | L MeOH 20 60 7,9 25,5 5,58
1059 | L placebo 21 60 7,3 26,6 5,71
1059 | D DMC 22 6 23,9 5,54
1059 |D MeOH 23 7,4 24,75 5,6
1059 | D placebo 24 7,4 24,75 5,67
1059 | D DMC 22 30 7,3 26,35 5,77
1059 |D MeOH 23 30 6,7 28,35 5,29
1059 |D placebo 24 30 8,1 33,3 5,8
1059 |D DMC 22 60 7,5 28,83 5,69
1059 | D MeOH 23 60 6,4 28,25 5,47
1059 | D placebo 24 60 7,4 28,15 5,66
1060 | L DMC 25 6,8 30,5 4,82
1060 | L MeOH 26 8,5 33,45 4,51
1060 | L placebo 27 8,1 33,5 4,72
1060 | L DMC 25 30 8,4 23,75 52
1060 | L MeOH 26 30 6,9 38,3 4,95
1060 | L placebo 27 30 8,9 40,4 4,98
1060 | L DMC 25 60 7,8 41,7 5,19
1060 | L MeOH 26 60 8,4 40,6 4,88
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1060 | L placebo 27 60 8,4 39,85 4,81
1060 | D DMC 28 0 9,1 30,85 4,75
1060 | D MeOH 29 0 7,1 31,5 4,71
1060 | D placebo 30 7,1 30,35 4,67
1060 | D DMC 28 30 8,2 31,55 5,14
1060 | D MeOH 29 30 7,2 33,55 491
1060 | D placebo 30 30 8,3 38,65 5,17
1060 | D DMC 28 60 9,1 35,6 4,92
1060 | D MeOH 29 60 8,5 35,7 4,92
1060 | D placebo 30 60 10,2 34,15 4,93
1061 | L DMC 31 8,4 46,05 5,34
1061 | L MeOH 32 6 44,1 5,01
1061 | L placebo 33 8 41,65 4,76
1061 | L DMC 31 30 8,5 29,95 5,58
1061 | L MeOH 32 30 7,7 35,2 5,08
1061 |L placebo 33 30 8,2 36,2 5,08
1061 | L DMC 31 60 7,6 39,8 5,72
1061 | L MeOH 32 60 6,5 36,43 5,46
1061 | L placebo 33 60 8,1 35,1 5,12
1061 |D DMC 34 0 7,5 42,8 4,75
1061 |D MeOH 35 0 6,7 42,35 4,72
1061 | D placebo 36 0 7,2 47,05 4,72
1061 | D DMC 34 30 6,5 34,3 4,94
1061 |D MeOH 35 30 8,3 33,3 4,82
1061 |D placebo 36 30 8,4 35,63 5,12
1061 | D DMC 34 60 8,3 45,87 5,13
1061 |D MeOH 35 60 7,7 46,1 5
1061 |D placebo 36 60 8,3 46,4 5,13
1062 | L DMC 37 5,40 23,00 5,30
1062 | L MeOH 38 5,7 29,15 5,21
1062 | L placebo 39 5,80 25,95 4,87
1062 | L DMC 37 30 5,60 30,80 5,51
1062 | L MeOH 38 30 5,10 33,20 5,20
1062 | L placebo 39 30 6,40 30,50 5,25
1062 | L DMC 37 60 5,60 27,95 5,75
1062 | L MeOH 38 60 6,00 28,80 5,33
1062 | L placebo 39 60 5,20 30,70 5,46
1062 | D DMC 40 0 5,80 21,90 5,01
1062 | D MeOH 41 0 5,80 24,80 4,95
1062 | D placebo 42 6,60 23,05 4,83
1062 | D DMC 40 30 5,60 28,50 5,35
1062 | D MeOH 41 30 6,40 28,85 5,04
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1062 | D placebo 42 30 6,40 29,55 5,28
1062 | D DMC 40 60 6,50 24,05 5,29
1062 | D MeOH 41 60 6,20 25,90 5,13
1062 | D placebo 42 60 6,80 29,77

1063 | L DMC 43 8,2 242 5,31
1063 | L MeOH 44 8,40 32,1 5,01
1063 | L placebo 45 8,8 36,4 4,95
1063 | L DMC 43 30 7,50 26,1 5,47
1063 | L MeOH 44 30 7,90 27,8 5,22
1063 | L placebo 45 30 8,50 36,6 5,47
1063 | L DMC 43 60 7,10 32 5,60
1063 | L MeOH 44 60 6,70 35,35 5,25
1063 | L placebo 45 60 7,90 39 5,30
1063 |D DMC 46 0 8,10 32,85 5,04
1063 | D MeOH 47 0 8,00 32,75 5,03
1063 |D placebo 48 0 10,30 30,10 5,00
1063 | D DMC 46 30 7,40 22,65 5,42
1063 | D MeOH 47 30 8,00 26,1 5,14
1063 | D placebo 48 30 9,20 30,7 5,39
1063 | D DMC 46 60 7,80 36,8 5,48
1063 | D MeOH 47 60 6,90 35,65 5,04
1063 | D placebo 48 60 8,70 37,3

1064 | L DMC 49 8,2 33,25 5,00
1064 | L MeOH 50 9,2 32,40 4,38
1064 | L placebo 51 10,4 33,38 4,20
1064 | L DMC 49 30 7 31,15 5,49
1064 | L MeOH 50 30 8,4 37,75 491
1064 | L placebo 51 30 10,1 35,35 4,75
1064 | L DMC 49 60 8,6 29,75 5,50
1064 | L MeOH 50 60 7,9 35,80 4,92
1064 | L placebo 51 60 8,8 36,17 4,82
1064 | D DMC 52 7,5 28,15 4,19
1064 | D MeOH 53 9,8 29,90 4,21
1064 | D placebo 54 11,4 31,85 3,98
1064 | D DMC 52 30 7 29,95 4,87
1064 | D MeOH 53 30 6,7 4,59
1064 | D placebo 54 30 9,4 39,70 4,52
1064 | D DMC 52 60 9,6 37,86 4,71
1064 | D MeOH 53 60 6,4 36,60 4,64
1064 | D placebo 54 60 8,9 35,80 4,75
1065 | L DMC 55 5,00 28,70 4,95
1065 | L MeOH 56 5,00 26,90 4,79
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1065 | L placebo 57 0 7,60 24,47 4,81
1065 | L DMC 55 30 5,50 31,80
1065 | L MeOH 56 30 7,50 37,90
1065 | L placebo 57 30 7,40 37,50
1065 | L DMC 55 60 5,60 32,10 5,37
1065 | L MeOH 56 60 5,70 35,25 5,14
1065 | L placebo 57 60 5,20 35,25 5,45
1065 |D DMC 58 7,80 32,25 4,83
1065 | D MeOH 59 8,00 32,65 4,67
1065 | D placebo 60 8,80 29,75 4,88
1065 | D DMC 58 30 7,30 34,40
1065 | D MeOH 59 30 8,00 35,00
1065 |D placebo 60 30 7,70 32,90
1065 | D DMC 58 60 6,70 36,40 5,04
1065 | D MeOH 59 60 6,90 38,70 4,86
1065 |D placebo 60 60 7,20 34,50 4,94
1066 | L DMC 61 6,40 25,10
1066 | L MeOH 62 6,10 27,80
1066 | L placebo 63 6,60 32,85
1066 | L DMC 61 30 6,60 37,30
1066 | L MeOH 62 30 5,50 34,95
1066 | L placebo 63 30 6,80 39,15
1066 | L DMC 61 60 5,40 35,40
1066 | L MeOH 62 60 5,70 37,85
1066 | L placebo 63 60 6,60 41,10
1066 | D DMC 64 6,00 27,80 5,05
1066 | D MeOH 65 5,40 27,95 5,01
1066 | D placebo 66 7,00 34,55 4,98
1066 | D DMC 64 30 6,00 37,95
1066 | D MeOH 65 30 6,60 37,85
1066 | D placebo 66 30 7,50 42,90
1066 | D DMC 64 60 5,60 38,00 5,19
1066 | D MeOH 65 60 6,40 37,55 5,14
1066 | D placebo 66 60 6,70 39,40 5,44
1067 |L DMC 67 0 5,90 15,75 5,23
1067 |L MeOH 68 0 5,40 16,45 5,02
1067 | L placebo 69 0 6,60 17,80 4,88
1067 |L DMC 67 30 5,60 21,95
1067 | L MeOH 68 30 6,80 22,90
1067 | L placebo 69 30 5,90 24,45
1067 | L DMC 67 60 5,10 22,25 5,51
1067 | L MeOH 68 60 5,70 23,60 5,04
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1067 | L placebo 69 60 7,50 24,55 5,32
1067 | D DMC 70 0 6,80 15,65 4,85
1067 | D MeOH 71 0 6,50 16,15 4,83
1067 | D placebo 72 6,00 19,15 4,88
1067 | D DMC 70 30 6,80 20,95

1067 | D MeOH 71 30 6,90 24,35

1067 | D placebo 72 30 6,60 26,60

1067 | D DMC 70 60 5,10 20,70 5,33
1067 | D MeOH 71 60 4,90 23,90 5,27
1067 | D placebo 72 60 6,60 26,95 5,59




