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Povzetek

V nasi raziskovalni nalogi smo Zeleli izdelati kremo, ki bo vsebovala dodatek hmelja in bo dovolj
kvalitetna in konkurenéna za prodajo v trgovini ob fontani piv v Zalcu. Na osnovi lanske raziskovalne
naloge smo si zastavili cilj, da pripravimo ekstrakt hmelja, ki bo z drugimi komponentami kreme tvoril

stabilno homogeno zmes in na kremo vplival antioksidacijsko in antibakterijsko.

Pripravili smo Sest krem z razlicnimi oljnimi osnovami in razlicnimi dodatki. Supernatant ekstrakta
hmelja je tvoril homogeno zmes z drugimi sestavinami krem. Oksidacijsko stabilnost krem smo merili
z napravo Rancimat. Rezultati so pokazali, da je oksidacijska stabilnost odvisna predvsem od sestave
oljne faze in ne hmelja. Preverili smo tudi mikrobioloSko stabilnost vzorcev krem, kjer smo variirali

dodatke. Izkazalo se je, da drugi dodatki bistveno bolj vplivajo na mikrobiolosko stabilnost kot hmel;.

Ankete, v katerih so uporabnice ocenjevale lastnosti krem, so pokazale, da so kreme po vsecnosti

primerljive s komercialnimi, a dodatek hmelja ni pozitivno vplival na oceno.

Kljub temu da se dodatek hmelja v nobenem od preucevanih snovi parametrov ni izkazal kot
utemeljen, menimo, da bi bilo vseeno smiselno izdelati kremo iz surovin, ki so se izkazale kot

najprimernejse, dodatek hmelja pa bi dodal kremi le lokalni pecat.



Abstract

For our research, we wanted to make a cosmetic cream, that would contain a hop extract. We
wanted the cream’s quality to be suitable for selling in a shop by the beer fountain in Zalec. Based on
last year's research our goal was to make a hop extract that would form a stable homogenous

compound and would impact on the cream's microbiological and oxidation stability.

We made 6 creams with different oils and different additives. The hop extract supernatant did form a
homogenous compound with other components of the cream. We tested the oxidation stability of
the creams with “The 892 Professional Rancimat”. The results showed that the components of the oil
phase have much more influence on the oxidation stability than the hop. We tested the antimicrobal
abilities of the creams, where we were changing the components of the cream. The results showed
that the other components influence the antimicrobal abilities of the creams more than the hop's

extract.

The surveys, where the consumers were evaluating the properties of creams, showed that the
creams can be compared with commercial creams, but the hop's extract did not have a positive

effect on that.

Despite the fact that the hop additive did not prove useful in any of the studied substances , we
believe that it would be worth producing a cream from the raw materials that proved to be the most

suitable, and the addition of hops would only add the “local touch”.



1UVOD

Namen dela, cilji

V bliZini nase gimnazije leZijo hmeljis¢a Savinjske doline. Hmeljarstvo tako pokrajini daje znacilen
pedat. V Zalcu, hmeljarskem sredig¢u Slovenije, so leta 2016 odprli fontano piv, imenovano Fontana
piv Zeleno zlato, ki je zelo obogatila turisticno podobo Savinjske doline. V bliZini fontane so pozneje

odprli tudi trgovino z bio izdelki, ki vsebujejo hmelj.

Ker je bila lansko leto na nasi Soli izdelana raziskovalna naloga, v kateri so raziskovalke ugotovile, da
ima dodatek hmelja v kremah verjetno antioksidativni in protimikrobni ucinek, nas je zanimalo, ce bi
bilo mogoce hmelj uporabiti tudi kot sestavino kozmeticnih izdelkov in s tem obogatiti ponudbo v
trgovini ob fontani. Tako smo se odlodili, da poskusimo v sodelovanju s podjetjem Alefi izdelati bio

kremo, ki bo vsebovala hmelj in bo obogatila lokalno obarvano linijo kozmeticnih izdelkov.

Hipoteze
1. Predvidevamo, da obstaja takSna oblika ekstrakta hmelja, da bo z drugimi sestavinami kreme
tvoril stabilno homogeno zmes.
2. lIzbrane sestavine bodo kremi dajale antioksidacijske in protimikrobne lastnosti, klju¢no vliogo
pri tem pa bo igral ekstrakt hmelja.

3. Nasa krema bo po lastnostih primerljiva s komercialnimi kremami.



2 TEORETICNI DEL

2.1 NARAVNA KOZMETIKA

Naravna kozmetika je alternativa kozmeti¢nim izdelkom, ki vsebujejo polsintezne in sintezne
sestavine. Osnovno vprasanje, ki se pri tem pojavlja, je, kdaj lahko neko snov oziroma neki izdelek
oznacimo za naravnega. Precej enostavno je definirati sestavino kot naravno, vendar je zato tezje kot
naraven definirati celoten izdelek. Pojem naraven pomeni snov, pridobljeno iz narave, to je
rastlinskega, mineralnega ali Zivalskega izvora, ali iz njihovih zmesi brez kemiénih sprememb.
Podrocje naravne kozmetike v Evropski uniji Se ni zakonsko urejeno, zato nimamo enotnih kriterijev,
ki bi jih morali izdelki izpolnjevati, da dobijo oznako naravno, tako marsikdaj lahko pride do zavajanja

potrosnikov. (1)

vvvvv

vracanja k naravi. Popularnost naravnih sestavin v kozmetiki izhaja iz ¢lovekove Zelje, da na svojo
kozo ne nanasa tujih snovi, pa tudi iz dejstva, da se rastline in njihovi izvle¢ki Zze od prazgodovine
uporabljajo kot zdravilne sestavine. Zaradi dolge tradicije in relativho varne uporabe so Se danes
sestavina $tevilnih zdravil in kozmetike. Ceprav ima veliko naravnih sestavin dokazane fiziologke in
zdravilne ucinke, je posplosevanje koncepta, da so naravne sestavine boljSe za koZo samo zato, ker so
iz narave, brez znanstvene podlage. Pri rastlinskih sestavinah moramo poudariti, da sta sestava in
posledi¢no kakovost pogosto odvisni od vrste rastline, ¢asa nabiranja, dozorelosti rastline ... Zaradi
vseh teh dejavnikov so lahko te sestavine manj kakovostne, ker ne moremo natancno vedeti, kaj vse

se je dogajalo med spravilom rastline. (4)

2.2 KREME

Kreme so tekoce emulzije vode in olja, ki jih navadno nanasamo na koZo.

Pri izdelavi kreme se uporabljajo Stevilne sestavine. Voda se v kozmetiki uporablja kot topilo, hkrati
pa tvori emulzije z olji. (16)

Melisin hidrolat blazi in mehc¢a koZo. Pomaga pri razdrazeni koZi in uveli koZi brez sijaja. Ima
protivnetno in antisepti¢no (protimikrobno) delovanje. (15)

Emulgator omogoca nastanek stabilnih emulzij lipofilnega in hidrofilnega dela kreme. (4)

Glicerin je v kozmetiki mocéno higroskopicen in $Citi, obnavlja pregradne funkcije koZe ter tako

ohranja elasti¢nost koZe. (8)
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Vitamin E je mocan antioksidant, saj regulira oksidacijsko-redukcijske procese in s tem S&(iti
nenasi¢ene mascobne kisline pred oksidacijo. Kot antioksidant pomaga stabilizirati celicne membrane
in pred Skodljivimi vplivi prostih radikalov $¢iti tkiva, ki so Se posebej obcutljiva na oksidacijo, torej
tkiva odi, koZe, jeter, prsi in testisov. (21)

Konzervansi so snovi, ki jih dodajajo razli¢cnim izdelkom, da bi preprecili razvoj mikroorganizmov. (6)
Ekstrakt hmelja je snov, katere antioksidativne in protimikrobne lastnosti smo Zeleli raziskovati.
Eteri¢no olje sivke je primerno za sprostitev, pri glavobolu in stresu ter za nego aknaste koze, opeklin,
pikov mrcesa in glivicnih obolenj. (11)

Etericno olje limonske trave zozuje kapilare in neguje koZo z razsSirjenimi porami. (10)



2.2.1 OSNOVNE SESTAVINE KREM
OLJA
Konopljino olje

Konopljino olje je podobno lipidom v nasi kozi, zato lahko vlaZzi prostor med nasimi celicami in vnasa
esencialne maséobne kisline v telo. Tako vzdrZuje ravnovesje vlage v koZi in preventivno deluje pri
preprecCevanju staranja koze. Konopljino olje pomaga pri tezavah z aknami, pri manjsih odrgninah,
ekcemu in psoriazi. Je tudi edino rastlinsko olje, ki vsebuje vitamin D, ta pa je nujno potreben pri
absorpciji kalcija. Ima veliko vitaminov B-kompleksa, ki hranijo naso koZo in upocasnjujejo njeno

staranje. (20)

Arganovo olje

Arganovo olje ima visoko vsebnost vitamina E in ga zaradi tega uporabljamo za vlazenje koze.
Vitamin E je antioksidant, topen v maséobah, zato pripomore k zadrzevanju vode v kozi. Arganovo
olje regulira koli¢ine sebuma oz. loja na kozi, kar lahko izboljSa zdravljenje aken. Hkrati je uporabno
pri koZnih vnetjih, saj deluje antibakterijsko in fungicidno. Zaradi vsebnosti antioksidantov in vitamina

E pomaga pri celjenju ran in ureznin. (14)

Jojobino olje

Po kemicni sestavi je jojobino olje tekoci vosek, ki je po lastnostih zelo podoben koznemu sebumu,
naravnemu izlocku koZze, in se lepo porazdeli in vpije v koZo. Velja za eno najcistejsih naravnih snovi.
Ni obcutljivo na oksidacijo in visoko temperaturo, kar mo¢no zmanjsa kvarljivost in ni treba dodajati
antioksidantov. Olje namrec vsebuje vitamin E, ki je sam po sebi mocan antioksidant. Uporablja se v
izdelkih ali samostojno za nego celotnega telesa, blagodejno vpliva tudi na lasis¢e pri prhljaju in
izpadanju las, pomaga pa tudi pri cepljenju las. KoZzo mehca, uravnava vlaznost, vzdrzuje njeno kislost
in stimulira obnavljanje celic. Prav tako pomirja razdrazeno koZo in ne povzroca alergij. KoZe ne
masti, zato je priporocljivo za aknasto in mastno koZo. Prav tako hitro prodre v globlje plasti koZe.

(12)

Mandljevo olje

Olje vsebuje veliko rudninskih snovi, vitamine A, B in E, esencialne kisline in beljakovine. Primerno je

za suho, obcutljivo in razdraZeno koZo, za nego novorojenckov, odstranjevanje li¢il in za masaze, saj
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se ne vpija prehitro. BlaZi obcutek srbecice in razdrazenosti koZze, mehca in pospesuje cepljenje in
obnavljanje razpokane koZe, daje obcutek mehkobe ter jo vlazi. Mandljevo olje je zelo primerno tudi
za nego krhkih nohtov, izsuseno in razpokano obnohtno koZico. Neguje suhe in poskodovane lase.

Med nosecnostjo ob redni uporabi tudi preprecuje nastanek strij. (19)

Lesnikovo olje

Spada med najdragocenejSa olja. Je uZitno, vendar se v kulinariki zaradi visoke cene uporablja
redkeje. Vsebuje mascobne kisline, pomembne minerale (kalcij, kalij magnezij), flavonoide —
pomembne skupine antioksidantov. Skrbi za izdatno navlaZitev koze in jo mehca zaradi linolenske
kisline. Za mehcanje koZe je pomembna vsebnost rastlinskih sterolov in vitamina E. Skrbi tudi za
elasticnost koZe. Zaradi obilja antioksidantov je primerno za upocasnitev staranja koZe, prepreci
prezgodnje nastajanje gubic in blazi izrazitost Ze nastalih. Velja za eno najbolj »suhih« olj, saj se

izredno hitro vpija. (10)

Orehovo olje

Orehovo olje vsebuje vitamine A, C in E ter nenasi¢ene mascobe, ki jih telo samo ne more proizvesti,
omega-3-mascobne kisline in omega-6-mascobne kisline. Uporablja se tako v kulinariki kot tudi v
kozmetiki. IzboljSuje cirkulacijo, kar vpliva na hitrejSe obnavljanje koZe, zas¢iti koZo pred staranjem in
pomaga proti celulitu. Uporablja se tudi pri negi las. Cisti vse plasti koZe. Uporablja se na suhi,
poskodovani in oboleli koZi. lzboljSa sposobnost ucenja in zmanjsa pozabljivost. Orehovo olje
povecuje produkcijo melatonina v krvi, ki je odgovoren za dober spanec, prav tako pomaga pri
zmanjSevanju stresa, depresije in anksioznosti. Pomembno je tudi za srce in oZilje. V kulinariki se

uporablja hladno, saj je obcutljivo na oksidacijo. (7)

EMULGATORJI

Emulgatorji so povezovalni ¢len vodne in lipidne faze kozmeti¢nih izdelkov. Razporedijo se po mejnih

povrsinah in omogocajo nastanek stabilnih emulzij. (4)

Molekule emulgatorjev tvorijo na mejni fazi med lipidi in vodo plast, na katero se hidrofilno vezZejo
molekule vode in hidrofobno molekule lipidov. Zaradi nastanka te plasti se mo¢no zmanjsa medfazna

povrsinska napetost med omenjenima fazama.
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Poznamo dve osnovni vrsti emulzij:
. 0O/V — emulzija olja v vodi (mleko, sladoled),
. V/0O — emulzija vode v olju (maslo, margarina).

Kompleksnejsi tipi emulzij (O/V/O, V/O/V) se vedno bolj uporabljajo v prehrambni industriji, Se
posebej v izdelkih z manj kalorijami (smetana, ki vsebuje manj olja). Taksne emulzije so bolj stabilne,

saj raztopijo trdne delce, ki se nahajajo v vodnih kapljicah. (9)
Glede na strukturo molekule so povrsinsko aktivne snovi:

e neionogene — v vodi ne tvorijo ionov,

e ijonogene —v vodi ionizirajo.

lonogene povrsinsko aktivne snovi delimo glede na ion, ki deluje kot povrsinsko aktivna snov, na:

e anionske,
e kationske,

e amfoterne.

Povrsinsko aktivne snovi razdelimo tudi glede na njihovo HLB-Stevilo (hydrophilic-lypophilic balance).
To je razmerje med relativno molekulsko maso hidrofilnega dela molekule in relativho molekulsko
maso celotne molekule, ki ga pomnozimo z 20. Emulgatorji V/O imajo HLB od 3 do 6, emulgatorji O/V
pa od 8 do 16. HLB-Stevilo navadno ugotavljamo eksperimentalno, saj se dejanske vrednosti zaradi

variabilne sestave na trgu dostopnih povrsinskih snovi pogosto zelo razlikujejo od teoreti¢nih.

Naravnih emulgatorjev ni veliko. Lanolin je ucinkovit emulgator V/O, a je zelo okluziven in na koZzi
daje masten in lepljiv obCutek. Je Zivalskega izvora, izlo¢ajo ga ovce iz Zlez lojnic. Manj lepljiv obZutek
na koZzi dajejo lanolinski alkoholi, ki so prav tako okluzivni in neprimerni za nego neciste in aknaste
koze. Uporabljajo se tudi Cisti holesterol in drugi steroli, npr. fitosteroli, vendar so navadno primerni
le kot koemulgatorji (povecajo stabilnost emulzije in so navadno Sibko povrsinsko aktivne snovi, ki
delujejo tudi kot zgoscevala in s povecanjem viskoznosti izboljSajo stabilnost sistema). Emulzije O/V
lahko naredimo z lecitinom, ki ni idealen emulgator, saj ni kemijsko stabilen. Njegova okluzivnost je
manjsa, a na obrazu daje neprijeten obcutek maske. Vsi omenjeni emulgatorji so odli¢ni za nego zelo

suhe koZe in koZe s poruseno barierno funkcijo.

Emulgatorji sodijo med najtezavnejse kozmeti¢ne sestavine s tehnoloskega in fizioloSkega vidika, zato

jih tudi v naravni kozmetiki nadomes¢amo s polsinteznimi sestavinami. (4)
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2.2.2 DODATKI
ANTIOKSIDANTI

V kozmeticnih izdelkih so snovi, kot so lipofilne sestavine (trigliceridi, eteri¢na olja in vitamini), mocno
podvrzene oksidaciji, s katero nastanejo aldehidi, ketoni in peroksidi. Pri tem pride v kozmeti¢nih
izdelkih do mnogo nezazelenih ucinkov, kot je izguba vitaminov A in C, mascoba postane Zarka,
spremenita se vonj in barva, ucinkovitost delovanja je manjsa. Da bi se temu izognili, izdelkom
dodajamo antioksidante — snovi, ki imajo antioksidacijski ucinek ali tak ucinek okrepijo. lzdelke

varujejo pred oksidacijo in s tem podaljSajo njihovo obstojnost. (3)

Kakovost izdelkov, ki vsebujejo mascobe, je odvisna od prisotnosti naravnih in sinteti¢nih
antioksidantov. Vecino antioksidantov, ki jih je dovoljeno dodajati Zivilom in kozmeti¢nim izdelkom,

pridobijo umetno, a je njihova sestava identi¢na naravnim, zato zdravju niso Skodljivi. (3)
Glavni cilj delovanja antioksidantov je, da za dolocen ¢as preprecijo kvarjenje mascob, tako da:

e prestreZejo in nase vezejo kisik iz zraka, preden ta pride do snovi, ki bi drugace oksidirale;

e svoj elektron oddajo radikalu, ki tako postane nereaktiven, antioksidant, ki se pri tem
pretvori v radikal, pa je stabilnejsi in manj agresiven do okolice;

e nase v kombinaciji z antioksidanti prvih dveh skupin veZejo prehodne kovine, ki drugace

delujejo kot katalizator v procesu oksidacije. (1, 3)
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HMELJ

Navadni hmelj ali Humulus lupulus L. je vecletna dvodomna rastlina vzpenjalka, ki spada v druZino

konopljevk.

Hmelj se Zze vec kot 500 let uporablja kot aroma in stabilizator v pivu. V storzku je lupulin, ta vsebuje
snovi, ki dajejo pivu grenek okus, vonj in obstojnost. V kitajski medicini ga uporabljajo za zdravljenje
gobavosti in plju¢ne tuberkuloze, v sodobni fitoterapiji (veda, ki za lajSanje zdravstvenih teZav ali za
preventivo pred dolocenimi boleznimi uporablja dele zdravilnih rastlin oz. njihove izvlecke) pa sta
med njegove pomembnejse lastnosti Steta anksioliticno (anksiolitiki so zdravila za lajSanje obcutka
strahu in vznemirjenosti) in sedativno delovanje. Pomirja strah in Zivéno napetost, umirja pospesen

sréni utrip in depresijo.

Pridelek hmelja so storzki, ki predstavljajo vir hmeljnih smolnih kislin (npr. humulon: alfa-kislina,
lupulon: beta-kislina; obe sta nosilki grenkega okusa piva) in flavonoidov (derivati 1,3-difenilpropana,
npr. ksantohumol, ki je pomemben antioksidant). Hmelju ravno zaradi snovi, ki jih vsebujejo storzki,

pripisujejo protibakterijske, protirakave, antioksidativne in protivnetne ucinke. (2)

ETERICNA OLJA

Etericna olja so zmesi hlapnih aromaticnih spojin, ki nastajajo v rastlinskih cvetovih, listih, steblih,
koreninah, plodovih in semenih. Pridobivamo jih z destilacijo ali s hladnim stiskanjem, ki ga
uporabljamo za pridobivanje eteri¢nih olj agrumov. Najpogostejsa je destilacija z vodno paro, pri
kateri vodna para prehaja skozi rastlinski material, namescen na luknjicasti pregradi v aparaturi za
destilacijo. Pri tem se segrevajo stene rastlinskih celic, v katerih je shranjeno eteri¢no olje. Stene celic
pocijo in eteri¢no olje se izloci, izhlapi in se pomesa z vodno paro. Mesanica nato tece skozi cev, ki jo
hladi voda, in ob tem kondenzira. MeSanica potem kaplja v posodo, tam pa se lo¢i zaradi razlike v
relativni gostoti vode in eteri¢nega olja. Pri tem nastaneta eteri¢no olje in hidrolat. Eteri¢na olja sicer
delujejo kot konzervans, a v kozmeticnih izdelkih te vloge vecinoma ne igrajo, saj je njihova koli¢ina
premajhna (0,5 % v izdelkih za nego obraza, 1 % v izdelkih za nego telesa). Ob prekomerni

koncentraciji lahko povzrocijo drazenje ali celo preobcutljivost koze. (1, 13)

Limonska trava

Eteri¢no olje limonske trave pridobivamo z destilacijo z vodno paro iz juznoafriske rastline tropskih
predelov, limonskega cymbopogona. Barva olja je rumena ali rdeckasta, njegov vonj pa ima mocan

pridih vonja agrumov, zelis¢i in trave. Rezek in osveZujoC vonj je razlog, da eteri¢no olje limonske
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trave velja za etericno olje, ki poZivlja. Pripisujejo mu protimikrobne lastnosti, zato je priljubljen pri
negi mastne koZe z aknami. V tradicionalni kitajski medicini se uporablja kot sredstvo proti prehladu,
glavobolu, bole¢inam v Zelodcu in proti revmati¢nim obolenjem. Etericno olje limonske trave je
mocno sredstvo za uni¢evanje bakterij, zato se uporablja v sredstvih za razkuzevanje zraka. Prav tako
predstavlja eno izmed sestavin v mesSanicah za zdravljenje Sportnih poskodb. Deluje tudi kot sredstvo,
ki sprosca vetrove, uravnava delo prebavil in blazi krée. Deluje proti depresiji in znizuje povisano
telesno temperaturo, unicuje glivice in ima antioksidativni ucinek. Uporaba v vecjih koli¢inah ni

zazelena, saj velika koli¢ina aldehida, ki ga vsebuje, razdrazi koZo. (1, 5)

Etericno olje sivke

Etericno olje sivke, ki ga poznamo tudi pod vzdevkom mati vseh eteri¢nih olj, pridobivamo z
destilacijo z vodno paro. Njeno eteri¢no olje je brez barve ali pa je ta rahlo rumena, njegov vonj pa je
cvetlicno-zeliséni, z lesno-balzamic¢nim podtonom. Njegova uporaba je zelo Siroka, od izdelkov za
¢isCenje kozZe do izdelkov za nego, za mlado ali zrelo koZo, za Zensko ali moskega. Njegovemu

neZnemu vonju pripisujejo sposobnost pomirjanja in s tem ustvarjanja zadovoljnega razpoloZenja. (1)

GEOGARD 221

Geogard 221 je konzervans, sestavljen iz dehidroocetne kisline in benzilnega alkohola. Lahko ga
uporabljamo v Sirokem razponu, od pH = 2 do pH = 7, in je kemijsko in fizikalno stabilen. Ni testiran
na zivalih. Lahko ga uporabljamo za nego dojenckov, v maslu za telo, v Samponih, kremah za obraz. Je

svetle barve in nima vonja. (13)

Ucinkovit je proti bakterijam in glivam. Ne vsebuje parabenov in molekul, ki spros¢ajo formaldehid.
Za vecino aplikacij zadostuje 1 % konzervansa, pri izdelkih, ki so laZe pokvarljivi, je smiselno dodati Se
0,5 % natrijevega benzoata. Cez priblizno $est mesecev benzil alkohol oksidira v benzaldehid, ki ima
mocan vonj po mandljih. Dehidroocetna kislina, ki je ucinkovita proti plesnim, lahko izdelek obarva
rumeno. Da se izognemo omenjenim neZelenim ucinkom, izdelkom dodamo ustrezne antioksidante.

(13)
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2.3 DELOVANJE RANCIMATA

Rancimat (The 892 Professional Rancimat) je moderen, racunalnisko podprt analiti¢ni instrument za
dolocanje oksidacijske stabilnosti olj in mascob, imenovane tudi indeks stabilnosti olja. Programska
oprema obsega avtomatsko pridobivanje podatkov kot tudi zbirko podatkov in omogoca prirocno
upravljanje velikih koli¢in podatkov. Reakcijske posode za enkratno uporabo zmanjsajo kolicino
¢is€enja pripomockov na najnizjo mozno raven. GLP-komplet s certificiranim temperaturnim
senzorjem omogoca natancno in reproducirano nastavitev temperature, kar izboljSa ponovljivost

rezultatov.

Rancimat ima osem merilnih postaj. Vsaka postaja je sestavljena iz merilne posode z elektrodama in
reakcijske postaje, ki vsebuje vzorec. Med merjenjem se v vzorec dovaja zrak. Vzorec je izpostavljen
visokemu segrevanju. Ta obdelava povzroci oksidacijo molekul olja ali mas¢ob v vzorcu, pri ¢emer se
najprej tvorijo peroksidi kot primarni oksidacijski produkti, nato pa s sekundarno oksidacijo oksidirajo
v organske kisline. Te so zaradi visokih temperatur v plinastem stanju, zato se prenasajo po cevkah v
drugo posodo, ki vsebuje destilirano vodo. Kisline so elektroliti, zato v vodi razpadejo na ione, kar
omogoca prevodnost, ki jo racunalnik ves ¢as meri. Ko se prevodnost zacne povecevati, je to znak
prisotnosti organskih kislin. Cas, ki prete¢e, dokler se ti sekundarni produkti reakcije ne pojavijo, je
znan kot cas indukcije, indukcijskega obdobja oziroma indeks stabilnosti olj (ISO). Daljsi kot je ta cas,
boljsa je stabilnost kreme oziroma olja. Z inStrumentom je mogoce tudi opredeliti ucinkovitost

antioksidantov — daljsi kot je indukcijski ¢as, boljsi je antioksidant.

Rancimat je povezan z racunalnikom in s tem s programom StabNet. Racunalnik spremlja spremembe
prevodnosti in to zapisuje v obliki tabel in grafov. Elektriéno prevodnost meri v puS cm™, ¢as pa v

sekundah. (17)

Slika 1: Rancimat (17)
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2.4 PROTIMIKROBNO DELOVANJE PREUCEVANIH SNOVI

Vzorci krem za preucevanje protimikrobnih ucinkov snovi se inokulirajo z bakterijo E. coli. Po 24-urni
inkubaciji vzorcev pri 37 °C se pripravi mati¢na raztopina. Sledi priprava razredcitve po Kochu, nato
pa je treba ustrezne razredcitve prenesti na petrijevke z agarjem in po 24 urah inkubacije pri dani

temperaturi presteti Stevilo kolonij. Rezultat se izrazi kot Stevilo kolonijskih enot (KE)/g vzorca kreme.

E. coli je bakterija, ki Zivi v Crevesju ljudi in Zivali, razSirjena pa je tudi povsod, kjer pride do
onesnazZenja z iztrebki (fekalno onesnaZzenje). Gre za pali¢asto, gramnegativno, gibljivo aerobno
bakterijo, ki povzroc¢a hude zastrupitve s hrano in posledi¢no ¢revesne nalezljive bolezni. Morebitna
prisotnost E. coli v zivilih ali pitni vodi je zanesljiv pokazatelj fekalnega onesnazenja, zato jo pogosto
uporabljajo v mikrobioloskih in genetskih raziskavah za preverjanje protimikrobnega delovanja
izdelkov. V sodobni tehnologiji se E. coli uporablja za industrijsko biosintezo inzulina in drugih

biotehnoloskih proizvodov. (1)
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Priprava ekstrakta hmelja

Hmelj v nasi raziskovalni nalogi predstavlja klju¢ni element preucevanja, zato smo ga vkljucili v
testirane kreme. Narediti smo morali ekstrakt, ki se je z drugimi sestavinami kreme povezal v
homogeno snov. Pri izdelavi ekstrakta pa je bilo pomembno, da se znebimo etanola, ki deluje

protimikrobno in s tem zakrije dejanski u¢inek hmelja.

Zatehtali smo 30,0 g Ze vnaprej pripravljenega ekstrakta hmelja (proizvajal¢ev opis ekstrakta je v
prilogi), pridobljenega z ekstrakcijo z diatomejsko zemljo. Ekstraktu hmelja smo dodali 1,5 L etanola
in zmes mesali 12 ur na magnetnem mesalniku. Nastalo zmes smo trikrat prefiltrirali, ostanek posusili
na filtrirnem papirju ter ga stehtali. Masa je znasSala 24,8 g. Glede na to, da smo v 1,5 L etanola dodali
30,0 g hmelja, 24,8 g pa ga je ostalo na filtrirnem papirju, lahko trdimo, da je v etanolu ostalo Se 5,2 g
ekstrakta. Ker je etanol sam po sebi konzervans in draZi koZo, smo ga odparili z napravo Rotavapor.
Ta z vrtenjem poveca povrsino vzorca in izboljSa prenos toplote, s pomocjo vakuuma pa omogoca
destilacijo pri nizji temperaturi. Smolnat preostanek smo nato postrgali iz bucke in ga zmesali z vodo.
Pridobljeno mesanico smo dali v epice, kmalu pa se sta se izoblikovali dve plasti, supernatant zgoraj,
v spodnji plasti pa je nastala usedlina. Celotnega ekstrakta zaradi velikosti delcev v usedlini v kremah
nismo mogli uporabiti, saj bi bil nas produkt tako bolj podoben pilingu. Zato smo pri nadaljnjem delu

uporabljali le supernatant.

Slika 2: Ze vnaprej pripravijen ekstrakt hmelja (Vir: osebni arhiv)



Slika 3: Celoten ekstrakt hmelja v epici na napravi Vortex; fazi ekstrakta sta loceni (Vir: osebni arhiv)
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3.2 Priprava krem za obraz
Za preucevanje vpliva antioksidativnih in protimikrobnih lastnosti ekstrakta hmelja smo najprej

izdelali kreme v laboratoriju podjetja Alefi.
Uporabljene kemikalije

e voda Mili Q (usteklenicena 8. 12. 2018)

e melisin hidrolat (MEC04, 4/2019)

e naravni emulgator (Plantec OP2, Herbana)

e glicerin (HM13-117, 4/2019)

e vitamin E (Tovarna Organika, BI14259907)

e konzervans (Geogard 221, Tovarna Organika)

e ekstrakt hmelja na diatomejski zemlji (Hopsteiner, 761009)
e eteri¢no olje sivke (LOT FLE, 04812600916F/3)

e eteri¢no olje limonske trave (LOT FLE 050B, 090916IN1/1)

Pripomocki

vev v

e kovinske posode, ocis¢ene z etanolom

vev v

e plasticne kapalke, oc¢is¢ene z etanolom
e kovinska metlica, ocis¢ena z etanolom
e analitska tehtnica Axis, Intertech.si
e indukcija kuhalna plo3¢a Silvercrest

e digitalni termometer

e plastic¢ni loncki za kozmeti¢no uporabo, ocis¢eni z etanolom

Postopek priprave kreme za obraz

1. Pripravavodne faze

vev v

V ocis¢eno kovinsko posodo smo zatehtali 35,00 g precis¢ene vode (destilirana in

deionizirana) in 17,00 g melisinega hidrolata.
2. Priprava oljne faze

V drugo ocis¢eno kovinsko posodo smo zatehtali 33,50 g konopljinega olja in 7,60 g

emulgatorja.
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3. Vsako fazo posebej smo segrevali nad vodno kopeljo. Z digitalnim termometrom smo merili
temperaturo obeh faz, in ko sta obe dosegli 65 °C, smo vodno fazo prelili v oljno in zaceli

vev v

mesati z ocis¢eno kovinsko metlico, dokler nismo dobili homogene zmesi 0z. osnovne kreme.

4. Naredili smo tri osnovne kreme in jim dodali razlicne dodatke, prikazane v tabelah 1, 2, 3. V
tabeli 1 so kreme, pri katerih smo uporabili konopljino olje, v tabeli 2 jojobino in arganovo
olje, v tabeli 3 pa mandljevo, lesnikovo in orehovo olje. Ko smo naredili osnovne kreme, smo
jim lahko dodali vitamin E, glicerin in dva razlicna ekstrakta hmelja (supernatant in celoten
ekstrakt). Na koncu smo v vsako kremo dodali Se eteri¢no olje sivke in limonske trave. Za

nase raziskovanje smo izdelali sedem krem.

Slika 4: Priprava krem v laboratoriju podjetja Alefi (Vir: osebni arhiv)

Pri izdelavi krem za obraz smo Zeleli uporabiti dva ekstrakta hmelja, in sicer supernatant, tekocino, ki
lezi nad trdnimi delci po centrifugiranju, in celoten ekstrakt hmelja. Pri izdelavi kreme 3 smo
ugotovili, da so v njej z dodanim celotnim ekstraktom hmelja Se vedno prisotni delci, ki tudi ob
vtiranju kreme ostajajo na koZi. Zaradi prisotnosti delcev hmelja (slabe topnosti celotnega ekstrakta
hmelja, krema 3) krem s celotnim ekstraktom nismo vec izdelovali, saj takSne kreme niso

komercialno zanimive.



Oznaka kreme 1 2 3 4 5
Mase
sestavin
voda (g) 35,09 35,04 35,04 69,99 70,03
melisin hidrolat (g) 17,15 17,49 17,03 34,04 34,02
konopljino olje (g) 33,71 33,78 33,45 66,99 67,13
emulgator (g) 7,61 7,60 7,56 15,30 15,25
glicerin (g) 4,58 4,60 4,65 9,19 9,20
vitamin E (g) 0,98 1,00 0,99 2,03 1,98
Dodatki
konzervans (g) / / / 2,00 1,99
ekstrakt hmelja, / 1,00 / / 0,92
supernatant (g)
ekstrakt hmelja, / / 1,51 / /
celoten (g)
eteri¢no olje sivke 2 2 2 4 4
(kapljice)
eteri¢no olje limonske 6 6 6 12 12

trave (kapljice)

Tabela 1: Sestavine v kremah s konopljinim oljem

Oznaka kreme 6

Mase

sestavin

voda (g) 69,93
melisin hidrolat (g) 33,99
arganovo olje (g) 16,49
jojobino olje (g) 49,87
emulgator (g) 15,18
glicerin (g) 9,23
vitamin E (g) 2,00

Dodatki
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konzervans (g) 1,99
ekstrakt hmelja, 1,09
supernatant (g)

etericno olje sivke 4
(kapljice)

eteri¢no olje limonske 12

trave (kapljice)

Tabela 2: Sestavine v kremi z arganovim in jojobinim oljem

Oznaka kreme 7
Mase
sestavin
voda (g) 70,00
melisin hidrolat (g) 34,05
mandljevo olje (g) 30,29
lesnikovo olje (g) 16,93
orehovo olje (g) 19,94
emulgator (g) 15,29
glicerin (g) 9,21
vitamin E (g) 2,00
Dodatki
konzervans (g) 2,01
ekstrakt hmelja, 1,02
supernatant (g)
eteri¢no olje sivke 4
(kapljice)
eteri¢no olje limonske 12

trave (kapljice)

Tabela 3: Sestavine v kremi z olji oresckov
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Oznaka kreme 11 12 13 14
Mase
sestavin
voda (g) 26,05 26,05 26,06 26,04
melisin hidrolat (g) / / / /
konopljino olje (g) 16,75 16,84 16,75 16,74
emulgator (g) 3,80 3,91 3,80 3,80
glicerin (g) 2,33 2,40 2,32 2,33
vitamin E (g) 0,51 / / /
Dodatki
konzervans (g) / / / /
eteri¢no olje sivke 1 1 / /
(kapljice)
eteri¢no olje limonske 3 3 3 /

trave (kapljice)

Tabela 4: Sestavine v kremah z odvzetimi posameznimi komponentami

Ll N

naravni kozmetiki.

Osnovna krema 1 ne vsebuje ekstrakta in konzervansa.
Osnovna krema 1 ima dodan supernatant ekstrakta hmelja.

Osnovna krema 1 ima dodan celoten ekstrakt hmelja.

23

Osnovna krema 1 ima dodan sinteti¢ni konzervans Geogard, njegova uporaba je dovoljena v

5. Osnovna krema 1 ima dodan sinteti¢ni konzervans Geogard in ekstrakt hmelja (supernatant).

6. Osnovna krema 2 ima dodan sinteti¢ni konzervans Geogard in ekstrakt hmelja (supernatant).

7. Osnovna krema 3 ima dodan sinteti¢ni konzervans Geogard in ekstrakt hmelja (supernatant).

Zaradi mikrobioloSke analize smo izdelali Se Stiri dodatne kreme. Pri njih smo izkljucevali

posamezne komponente, da bi preverjali, kako zavirajo rast bakterij.

11. Osnovna krema 1 ne vsebuje melisinega hidrolata.

12. Osnovna krema 1 ne vsebuje melisinega hidrolata in vitamina E.

13. Osnovna krema 1 ne vsebuje melisinega hidrolata, vitamina E in etericnega olja sivke.

14. Osnovna krema 1 ne vsebuje melisinega hidrolata, vitamina E, eteri¢nega olja sivke in

etericnega olja limonske trave.
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3.3 Preverjanje antioksidativnih lastnosti vzorcev krem z napravo

Rancimat

V raziskovalni nalogi smo uporabljali napravo Rancimat za dolocanje oksidativne stabilnosti
kozmetic¢nih izdelkov, v nasem primeru krem. Primerjali smo indukcijski ¢as sedmih krem in s tem
posledi¢no ugotavljali tudi antioksidativne lastnosti ekstrakta hmelja. Testiranje smo izvajali v

laboratorijih Biotehniske fakultete UL.

Preverjali smo sedem krem. V sedem izmed postaj, iz katerih je sestavljena naprava Rancimat, smo v
reakcijske posode natehtali priblizno 7 g vzorca (vsak vzorec je predstavljal eno izmed narejenih

krem). V merilno posodo smo s pomocjo merilnega valja nalili 60,0 mL destilirane vode.

Reakcijske posode, napolnjene z vzorcem, in merilne posode smo vstavili v napravo Rancimat, tako
da je bila na vsaki postaji ena reakcijska in ena merilna posoda. Reakcijsko posodo smo s silikonsko
cevko povezali z merilno posodo, ki vsebuje elektrode, in s cevko za dovod zraka, po kateri je prehajal
zrak in prepihoval vzorec. Po silikonski cevki so po dolo¢enem c¢asu prehajali nastali produkti,

organske kisline, ki so bile zaradi visokih temperatur v plinastem stanju.

Ko smo vse vzorce pripravili in jih namestili na aparat, smo nastavili temperaturo na 115,0 °C,
prepihovanje z zrakom pa na 20 L/h. Aparat smo pustili delovati 20 ur. Program je ves ¢as spremljal
prevodnost v merilni posodi in zapisoval resitve. Zacetna temperatura je bila 25,5 °C. Prevodnost

destilirane vode je znasala 1,8 uS/cm.

Naslednji dan smo preverili rezultate izmerjenih indukcijskih ¢asov posameznih vzorcev krem.

Slika 5: Naprava Rancimat (Vir: osebni arhiv)
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3.4 Preverjanje protimikrobnih lastnosti preucevanih snovi

3.4.1 Priprava inokuluma bakterije E. coli

Bakterijo E. coli shranjujemo pri temperaturi =80 °C v 20-odstotni raztopini glicerola, ki deluje kot
kiroprotektant (tj. sredstvo, ki preprecuje okvaro organizmov, tkiv ali celic pri zelo nizki temperaturi).
V taksnih pogojih bakterija ne more uspevati, zato smo jo morali revitalizirati. Delo s kulturo je
moralo potekati v asepticnem okolju, zato je bilo opravljeno v laminariju. To je komora, ki jo
razkuZujejo z ultravijoli¢éno svetlobo in v kateri laminarni tok filtriranega zraka preprecuje vstopanje
prahu, tako da je mogoce delo v sterilnih razmerah. Na sobni temperaturi smo celicno suspenzijo
bakterij odtajali in jo odpipetirali v hranljivi bujon. Hranljivi bujon sestavlja 1 % peptona (produkt
presnove beljakovin zlasti pod vplivom pepsina), 0,5 % NaCl in 0,5-1 % mesnega ekstrakta.
Erlenmajerico smo z brozgo (gojisce in kultura) pritrdili na stresalnik in jo 24 ur stresali pri 160 obratih
na minuto. Stresali smo pri 37 °C pod anaerobnimi pogoji. Krem nismo prepihovali, kot bi obi¢ajno,
saj so v kremah, ki so zaprte, pogoji anaerobni. S tem smo omogocili optimalne pogoje za rast
bakterij E. coli, da so priSle do pozne eksponentne faze rasti in s tem postale pripravljene za nadaljnje

delo.

Protimikrobno stabilnost vzorcev smo preverjali v laboratorijih Biotehniske fakultete UL.

3.4.2 Inokulacija krem z bakterijo E. coli
V falkonke smo zatehtali po priblizno 10 g posameznega vzorca kreme in 10 mL posameznega vzorca
obeh ekstraktov (supernatant in celoten ekstrakt). Pri kremah smo si pomagali z dvema spatulama, ki

smo ju dezinficirali z etanolom, pri ekstraktih hmelja pa z merilno pipeto.

1 3 4 5 11 12 13 14

Masa (g) | 10,00 9,99 10,00 10,07 10,00 10,00 10,00 10,00

Tabela 5: Mase vzorckov za mikrobiolosko testiranje
V laminarij smo postavili Ze prej pripravljene vzorce krem in odmasili zamaske vseh vzorcev. V

vsakega posebej smo nacepili 100 pL suspenzije E. coli. Inokuliran vzorec smo nato hitro zmesali s

sterilno palcko, da bi preprecili lokalno reakcijo.

Enako smo storili tudi pri inokulaciji snovi, katerih protimikrobno delovanje smo preverjali. Edina
razlika je, da smo te vzorce po inokulaciji zmesali s tresenjem in pri tem pazili, da tekocina ni prisla v

stik s pokrovckom.

Med samim postopkom smo suspenzijo E. coli redno mesali, da se celice ne bi posedle.
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Falkonke, ki so vsebovale inokulirane vzorce, smo za inkubacijsko dobo 24 ur namestili na stresalnik
pri 160 obratih/minuto. Vzorci so se na stresalniku mesali predvsem zaradi ekstraktov hmelja, da se
ne bi posedli na dno falkonk. Temperaturo smo nastavili na 37 °C, da so imele bakterije optimalne
pogoje za rast. Ce bi bili vzorci izpostavljeni sobni temperaturi, bi to z vidika nasega poskusa vzelo

prevec ¢asa.

Naslednji dan smo falkonke, v katerih so bakterije rasle ¢ez noc, pripravili na nanasanje vzorcev na
plosce. Iz falkonk z inokuliranimi kremami smo s sterilno spatulo v nove sterilne falkonke natehtali po
1 g vsakega vzorca. Spatulo smo sterilizirali s flambiranjem (pomocili smo jo v etanol in nesli skozi
plamen). Pred tehtanjem smo vzorce s spatulo dobro premesali. V falkonke smo nato dodali 9 mL
fizioloSke raztopine. Vse to smo naredili ob gorilniku, da bi preprecili kontaminacijo pribora in vzorcev

z mikroorganizmi iz zraka. Tako smo dobili Stiri maticne raztopine.
Opomba: V testiranje protimikrobnih lastnosti smo vkljucili le naslednje vzorce krem:

1 (krema brez dodatkov), 3 (krema z dodanim celotnim ekstraktom hmelja), 4 (krema z dodanim
sinteticnim konzervansom Geogard), 5 (krema z dodanim supernatantom ekstrakta hmelja in

sinteti¢nim konzervansom Geogardom).

Izkljucili smo kreme 2, 6 in 7. Kremi 6 in 7 sta namrec vsebovali supernatant ekstrakta hmelja ter
sinteti¢ni konzervans Geogard in sta se od kreme 5 razlikovali le v oljih, ki smo jih uporabili za oljno

fazo.

Za mikrobiolosko analizo smo uporabili tudi dva ekstrakta hmelja, supernatant in celoten ekstrakt

hmelja.

Za namene mikrobioloSke analize smo izdelali e Stiri dodatne kreme brez komponent, za katere smo
Zeleli ugotoviti, ali vplivajo na rast E.coli: 11 (brez melisinega hidrolata), 12 (brez melisinega hidrolata
in vitamina E), 13 (brez melisinega hidrolata, vitamina E, eteri¢nega olja sivke), 14 (brez melisinega

hidrolata, vitamina E, eteri¢nega olja sivke, etericnega olja limonske trave).

3.4.3 Redcenje po Kochu

V petih falkonkah je bilo po 1 g kreme ali po 1 mL ekstrakta hmelja, ki smo mu dodali 9 mL fizioloSke

raztopine. To pomeni, da je bila red¢itev desetkratna (10™).

V tej redcitvi bi na ploscah petrijevk zraslo prevec kolonij, da bi jih lahko natanéno Steli, zato smo

maticno raztopino Se nekajkrat razredcili, da smo si zagotovili Stevne plosce.

Odpipetirali smo 100 pyL mati¢ne raztopine in dodali 900 L fizioloSke raztopine. Dobili smo stokratno

razredditev (102). 1z te smo odpipetirali 100 pL in jih dali v 900 pL fiziolodke raztopine, da smo dobili
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tisockratno razredéitev (10°). Postopek smo ponovili $e trikrat, dokler nismo dobili milijonkratne

razred¢itve (10°).

Potem smo nanesli razlicne razredcitve na plosce s hranljivim agarjem. Vsako plos¢o smo razdelili na
Stiri dele, ¢e smo preverjali posamezno kremo, ekstrakt ali pa samo fizioloSko raztopino, saj smo
preverjali $tiri red¢itve (103, 10* 10>, 10°). Za kontrole (neinokulirane red¢itve) pa smo eno
petrijevko razdelili na tri dele (oba ekstrakta in fizioloSka raztopina), eno pa na Stiri (vsi Stirje vzorci

krem). Za kontrole smo vzeli tisockratno redcitev.

Na vsak del plosce smo s pipeto nanesli po tri kapljice razredéenega vzorca po 10 uL — tri zato, da smo
imeli ve€ ponovitev. Prej smo vsak vzorec premesali na vrtinénem me3alniku. Pri nanasanju smo
pazili, da kapljice nismo nanesli preblizu druga drugi. Ko smo na vsak kvadrant nanesli tri kapljice,
smo petrijevko zaprli. S petrijevkami smo ravnali zelo previdno, da se tekocina ne bi razlila po agarju.
Nacepljene petrijevke smo odnesli v inkubator s temperaturo 37 °C in v 24 urah so na agarju zrastle

bakterije E. coli.

Kolonije smo nato presteli in po spodnji formuli izracunali Stevilo kolonij/mL vzorca (kreme,

supernatanta ali celotnega ekstrakta).

CFU_
mL

Zke+(n1+n2 X0,1) X R
> ke ... vsota kolonij, prestetih na plosc¢ah

n; ... Stevilo Stevnih petrijevih plos¢ (3—30 kolonij) prve razredcitve

n, ... Stevilo Stevnih petrijevih plos¢ (3—30 kolonij) druge razredditve

R ... razredcitveni faktor prve razredéitve, ki smo jo $teli (pri racunanju smo $teli faktor 10°)
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3.5 Anketa

Kot del raziskovalnega dela smo izvedli tudi anketo, da bi preverili, kako uporabnice dojemajo
razlicne lastnosti nasih krem (videz, vonj ...). ReSilo jo je 22 deklet, starih med 17 in 19 let. Vsaka je
predse dobila vse Stiri vzorce kreme in si vsako nanesla na drugo mesto na podlakti. Na vsako izmed

krem je bilo strukturiranih pet vprasanj, na katera so anketiranke odgovorile zocenami med 1 in 5.
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4 REZULTATI

4.1 Rezultati naprave Rancimat
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Graf 1: Casovno spreminjanje elektri¢ne prevodnosti vzorcev krem

Naprava Rancimat temelji na merjenju prevodnosti destilirane vode, kamor prehajajo produkti
razpada snovi, ki jo Zelimo preverjati pri doloceni temperaturi in kolicini zraka, ki prepihuje vzorec v
odvisnosti od ¢asa. Vsi rezultati so zato izraZzeni v kolicini elektriéne prevodnosti. Da so rezultati
zanesljivejsi, smo vse meritve opravili dvakrat. Rezultati so bili med seboj primerljivi, zato smo v

raziskovalno nalogo vkljucili le rezultate druge meritve.

Kot je razvidno iz grafa Stevilka 1, je pri vseh kremah prislo do priblizno enakega indukcijskega casa,
priblizno  4.000 s, kar je 1,1 ure. Najnizji indukcijski ¢as ima krema 3, katere indukcijski ¢as je meril
priblizno 3.800 s, kar je priblizno 1 ura. Najvisji indukcijski ¢as je imela krema 6. Znasal je 10.000 s, kar

je 2,8 ure.



4.2 Rezultati mikrobioloskih testiranj

Stevno
3-30
E. coliinokulirana kolonij
Pogoj\Redcitev 1073 | 1074 |10~5 |1076 |CFU/ml
K1 - - - - -
K3 - - - - -
K4 - - - - -
K5 - - - - -
N N 50 9
ES N N 33 3 |57x10°
N N 41 5
N N 21 0
EC N N 18 0 |20x10°
N N 20 1
N N 20 3
FR N N 18 2 | 1,9x10°
N N 18 3

Tabela 6: Rezultati mikrobioloskih testiranj za prve Stiri kreme in oba hmeljeva ektrakta

K1 ... krema1l
K3 ... krema 3
K4 ... krema 4
K5 ... krema 5

ES ... ekstrakt supernatant

EC ... celoten ekstrakt

FR ... fizioloska raztopina

30

Kreme 11, 12, 13 in 14 so bile narejene naknadno, da bi preverili, ali imajo druge komponente kreme

(melisin hidrolat, vitamin E, eteri¢no olje sivke in eteri¢no olje limonske trave) vpliv na Zivost bakterij

E. coli.
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Stevno Znizanje §t. celic
3-30 (neupostevanje
E. coli inokulirana kolonij sinergije)
Pogoj\Redcitev 10A3 1074 |10~5 |[107"6 |10~7 |CFU/ml
2 _ _ — —
K11 3 - - - - 3x10° vsaj 33,33 %
2 _ _ — —
18 3 - - -
K12 7 1 - - - 1,3 x 10* 76,92 %
13 1 2 - -
32 4 - - -
K13 38 4 - - - 3,5x 10* 62,85 %
31 3 3 - -
N 14 - - -
K14 N 18 - - - 1,8x10° 80,50 %
N 20 4 - -
N N N 24 1
FR N N N 16 3 2,3x10’ 99,20 %
N N N 24 5

Tabela 7:Rezultati mikrobioloskih testiranj krem z odvzetimi posameznimi komponentami

K11 ... krema 11
K12 ... krema 12
K13 ... krema 13
K14 ... krema 14

Najvec kolonij je zraslo na gojiS¢u z vzorcem, ki je vseboval supernatant ekstrakta hmelja, sledi

celoten ekstrakt hmelja.

Med kremami je bila Zivost E.coli najvecja pri kremi 14 (brez hidrolata melise, brez vitamina E, brez
eteri¢nega olja sivke, brez eteri¢nega olja limonske trave). Sledila je krema 13 (brez hidrolata melise,
brez vitamina E, brez eteri¢nega olja sivke). Sledili sta krema 12 (brez melisinega hidrolata in vitamina

E) in krema 11 (brez melisinega hidrolata). Na kremah 1, 2, 3, 4 ni zraslo nic.

Rezultati mikrobioloskega testiranja so pokazali, da posami¢no ekstrakta hmelja nimata

protimikrobnih ucinkov. Rezultati mikrobioloskega testiranja so pokazali, da protimikrobno delujejo
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predvsem ucinkovine v kremah (melisin hidrolat, vitamin E, eteri¢no olje sivke, eteri¢no olje limonske

trave), ne pa ekstrakt hmelja.

Slika 7: Petrijevka, v kateri so se na supernatantu razvile kolonije bakterij
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4.3 Rezultati ankete
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Graf 2: Stevilo posameznih ocen pri posamezni kremi glede na vonj

Pri prvem vprasanju so dekleta ocenila vonj krem. Vse vonjave so bile ocenjene kot povprecne, med
njimi pa so bile vseeno velike razlike. Najbolj disSeca se jim je zdela krema 7, katere oljna faza je
temeljila na mandljevem, leSnikovem in orehovem olju. Tej je sledila krema 6, ki je vsebovala jojobino
in arganovo olje. Neprimerljive ocene pa sta dobili kremi 4 in 5, ki sta vsebovali konopljino olje.
Najslabse je bila ocenjena krema 5, s kombinacijo konopljinega olja in ekstrakta hmelja, ki vecini

uporabnic ni bila vie¢, vonj jih je odvracal.

Barva
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Graf 3: Stevilo posameznih ocen pri posameznih kremah glede na vsecnost barve

Podobno kot vonj so iste komponente vplivale tudi na vsSecnost barve. Uporabnicam se je

privlacnejsa zdela bledikasta barva olj oresc¢kov, arganovega olja in jojobinega olja. Barvi krem 6 in 7
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sta jim bili nadpovprecno vse¢, medtem ko sta bili zaradi zelene barve, ki sta jo povzrocila konopljino
olje in ekstrakt hmelja, kremi 4 in 5 ocenjeni slabse; dekleta so ju uvrstila na predzadnje in zadnje

mesto.

Obcutek na kozi
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Graf 4: Stevilo ocen pri posameznih kremah glede na obcutek na koZi

Anketiranke smo povprasali po obcutku kreme na koZi. NajprijetnejSa se jim je zdela mazljivost
kreme 7, ki jo je povzrocilo mandljevo, leSnikovo in orehovo olje, za odtenek slabse pa je bila
ocenjena krema 6, ki je vsebovala arganovo in jojobino olje. NajniZje ocene je dobila krema 5, ki je

vsebovala konopljino olje in ekstrakt hmelja.

Struktura
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Graf 5: Prikaz posameznih ocen pri posameznih kremah glede na mnenje uporabnic o njihovi strukturi
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Uporabnice so povedale svoje mnenje tudi o strukturi kreme. Najbolj jim je bila vec struktura kreme
4, ki je temeljila na konopljinem olju. Tej je sledila krema 7, ki je bila zaradi arganovega in jojobinega
olja ¢vrstejSa. Najnizje se je uvrstila krema, ki je vsebovala ekstrakt hmelja in konopljino olje —

krema 5.

Primerjava s sinteticnimi kremami
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Graf 6: Mnenje uporabnic o nasih kremah v primerjavi s sinteti¢nimi kremami

Nase kreme, ki vsebujejo vecino naravnih snovi, so anketiranke primerjale tudi s sinteti¢nimi
kremami, ki jih uporabljajo vsak dan. Tri izmed Stirih krem so se jim zdele boljSe kot sinteti¢ne,
vsakdanje kreme.
Najbolje so bile ocenjene kreme 4, 6, 7 (po padajocem vrstnem redu). Anketirankam so se zdele
nekoliko boljSe kot tiste, ki jih uporabljajo vsakodnevno. Krema 5 pa se jim je zdela primerljiva s

sinteti¢cnimi kremami.
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5 DISKUSIJA

V zadnjih letih postajajo v kozmetiki vse bolj priljubljeni naravni nadomestki sinteti¢nih kemikalij. S
tem podroéjem se ukvarjajo Stevilni raziskovalci. Tudi na nasi gimnaziji je bila lani izdelana
raziskovalna naloga, ki je preucevala protimikrobne in antioksidativne sposobnosti vitamina C,
ekstrakta hmelja in ekstrakta granatnega jabolka. Rezultati so pokazali, da sta oksidacijo maséob v

kremah najuspesneje preprecila ekstrakta granatnega jabolka in hmelja.

Ker je hmelj na podrocju Savinjske doline zanimiv in priljubljen produkt, smo se odlocili, da
nadaljujemo lansko raziskovalno nalogo, tako da podrobneje preu¢imo moZnosti uporabe hmelja

oziroma njegovega ekstrakta kot enega izmed potencialnih dodatkov kremam.

Zeleli smo ugotoviti, ali je moZno izdelati tak ekstrakt hmelja, ki bo z drugimi sestavinami kreme tvoril
stabilno homogeno emulzijo. Da bi se izognili alkoholu v kremi, smo izdelali vodni ekstrakt. Ta se je
lo¢il v dve fazi: spodnjo oborino in zgornji supernatant. Ce smo v kremi uporabili celoten ekstrakt,
zmes ni bila homogena. Veliki delci oborine so delovali v kremi kot piling in taksna krema
komercialno ne bi bila zanimiva. Le z uporabo samo zgornje faze, supernatanta ekstrakta hmelja, smo

lahko izdelali stabilno homogeno kremo. Prvo hipotezo lahko torej potrdimo le delno.

V drugi hipotezi smo predvidevali, da bo imel ekstrakt hmelja antioksidativne lastnosti in bo hkrati
zaviral rast mikroorganizma. V ta namen smo izdelali razlicne matrikse krem, v katerih smo uporabili
razlicne osnove, konopljino olje, kombinacijo jojobinega in arganovega olja ter kombinacijo
orehovega, mandljevega in leSnikovega olja in razlicna eteri¢na olja ter druge dodatke, kar bi skupaj

tvorilo komercialno zanimiv izdelek.

Meritve stabilnosti krem na napravi Rancimat so pokazale, da imajo kreme z razli¢no sestavo tudi
razlicne indukcijske case, torej razlicno odpornost na oksidacijo. Indukcijski ¢as pa je bolj odvisen od
osnovnih sestavin kreme (vrste olja, uporabljenega v oljni fazi) kot od dodatka hmelja. Najstabilnejsa
je bila krema 6, ki je imela za osnovo arganovo in jojobino olje. Po podatkih iz literature je jojobino
olje zelo odporno na segrevanje in oksidacijo, arganovo olje pa vsebuje precej vitamina E, ki je
antioksidant. Najmanj stabilni sta bili kremi 3 in 7. Krema 7 vsebuje olja ores¢kov (mandljevo,
orehovo in lesnikovo), za katere lahko prav tako v literaturi najdemo podatke, da so obcutljivi na

oksidacijo in segrevanje, Se posebej to velja za orehovo olje.

Pri mikrobioloSkem testiranju smo skusali najprej ugotoviti vpliv dodatka hmelja (celotnega ekstrakta
in supernatanta) na mikrobioloSko stabilnost krem. Na teh kremah kolonije E. coli sploh niso zrasle,
saj so sestavine krem (melisin hidrolat, vitamin E, eteri¢no olje sivke in eteric¢no olje limonske trave)
delovale protimikrobno. Zato smo izdelali Se stiri kreme, pri katerih smo izlocali posamezne

komponente. Pri prvi smo izloCili melisin hidrolat, pri drugi melisin hidrolat in vitamin E, pri tretji
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melisin hidrolat, vitamin E in etericno olje sivke ter pri Cetrti kremi melisin hidrolat, vitamin E,
etericno oje sivke in eteri¢no olje limonske trave. lzmed vseh vzorcev je najvec kolonij zraslo na
vzorcu, v katerem smo izkljucili vse Stiri dodatke, najbolj pa rast bakterij zavira eteri¢no olje limonske
trave. Sledile so krema, ki ni vsebovala melisinega hidrolata, vitamina E in eteri¢nega olja sivke,
krema, ki ni vsebovala melisinega hidrolata in vitamina E, ter krema, ki ni vsebovala melisinega
hidrolata. Na vzorcu samega ekstrakta hmeljevega je zraslo primerljivo Stevilo kolonij kot na kontroli
s fiziolosko raztopino. Pri uporabi supernatanta pa je zraslo celo vec kolonij kot na kontroli s
fiziolosko raztopino, torej ne le da ekstrakt hmelja ni pokazal protimikrobnih ucinkov, ampak je tudi
deloval kot gojisce. To je mogoce pojasniti s tem, da so lahko bili v vodnem ekstraktu prisotni saharidi
iz hmelja, ki so bakterijam sluzili kot hranilo. Ekstrakt hmelja v uporabljenih koncentracijah ni izkazal

protimikrobnih lastnosti. Tako moramo drugo hipotezo v celoti zavredi.

Tretjo hipotezo smo potrdili le delno. Vse izdelane kreme so bile po mnenju anketirank primerljive, ¢e
ne Se bolj vSecne od komercialnih krem. Kljub temu pa je pri dolocenih lastnostih, kot sta barva in
vonj, priSlo do velikih odstopanj med kremami z razlicnimi komponentami. Ker so vse kreme imele
enako sestavo, z razliko v izbiri olja in prisotnosti ekstrakta hmelja, sklepamo, da vSecnost razli¢nih
lastnosti vzorcev temelji na izbranem olju in prisotnosti hmelja. Gledano s komercialnega vidika je po
rezultatih uporabnicam najbolj vSe¢ krema 7, ki temelji na oljih oresckov, takoj pa ji sledi krema 6. Na
vseh ocenjevanih podroéjih je najniZje ocene dobila krema 5, zato bi bila najmanj primerna za
prodajo. Po sploSnem vtisu je uporabnicam najmanj ustrezala ravno kombinacija ekstrakta hmelja in
konopljinega olja. To bi lahko pripisali dejstvu, da je kombinacija etericnih olj sivke in limonske trave
prekrila neZzen vonj hmelja. Kreme, ki so imele zelenkast odtenek, so bile ocenjene slabse. Verjetno je
bila to posledica nespretne predstavitve. Hmelj smo uporabili v tako majhnih koli¢inah, da se je
primerna zelena barva izgubila in so jo zakrile barve olj. Predvidevamo, da bi ob drugacni predstavitvi

zelen odtenek kreme uporabniki bolj povezali s hmeljem, naravno oz. bio kozmetiko.

V nasi raziskovalni nalogi smo izdelali razlicne osnove krem z razlicnimi dodatki. Zaklju¢imo lahko, da
je oksidativna stabilnost krem v prvi vrsti odvisna od olj, ki sestavljajo oljno fazo, mikrobioloska
stabilnost pa od dodatkov, a za nobeno od njiju nismo uspeli dokazati, da bi bila izrazito povezana z
dodatkom ekstrakta hmelja. Vsaj ne pri uporabi v tako majhnih koncentracijah, kot smo jih uporabili

v nasi raziskavi.

Nekateri izdelani vzorci krem so imeli lastnosti, ki so popolnoma primerljive s komercialnimi
kremami, bili so oksidacijsko in mikrobiolosko stabilni, anketiranke pa so jih dobro ocenile tudi po

izgledu in obcutku na kozi.

Najoptimalnej$a formulacija kreme bi torej bila, na podlagi nasih raziskav, z jojobinim in arganovim

oljem, hidrolatom melise, konzervansom Geogard 221 in z dodatki eteric¢nih olj sivke in limonske
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trave ter vitamina E. Dodatek hmelja na lastnosti kreme po nasih ugotovitvah sicer nima bistvenega
vpliva, bi ga pa lahko v obliki supernatanta vkljucili v kremo in ji s tem dodali lokalni pecat in jo

naredili komercialno zanimivo.
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Hopsteiner

Xantho-Flav Extract on

Diatomaceous Earth

< Overview

. Xantho-Flav Extract on D.E.
natural product produced from hops.

. The active ingredient in Xantho-
Flav Extract on D.E. is the hop polyphenol
xanthohumol.

. Xantho-Flav Extract on D.E. can be used

as an ingredient in food,
cosmetics or pharmaceutical applications.

% Specification
o Description:
+ Bitter compounds:

¢« Xanthohumol:

+ Density:
o Solubility:
S.S.Steiner, Inc. Simon H. Steiner, Hopfen, GmbH
New York, USA Mainburg, Germany
Tel: (1) 212 8388900 Tel:  (49) 8751 8605-0
Fax: (1) 212 5934238 Fax: (49) 8751 8605-80
E-mail: sales@hopsteiner.com E-mail: info@hopsteiner.de

Molecular Structure of Xanthohumol

Olive green colored powder.

20 %

1.8 —2.0 % (9 — 10 % without carrier material)

~0.55g/ml

Very soluble in ethanol, nearly insoluble in water.
Further information on solubility:
J. Agric. Food Chem. 1999, 2421 — 2428.

Rev. 4.30.10
Steiner Hops Ltd. Hopsteiner Trading (Zhuhai) Co., Ltd.
Epping, England Zhuhai, PRC
Tel:  (44) 1992 572331 Tel: (86) 756 322 3340
Fax: (44)1992 573780 Fax: (86) 756 322 3345

E-mail: enquiries@hopsteiner.co.uk E-mail: info@hopsteiner.com.cn
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« Properties

O Physiological Properties

Xantho-Flav Extract on D.E. contains a high
concentration of the prenylated flavonoid
Xanthohumol. As demonstrated in numerous “in-
vitro”-tests Xanthohumol shows a wide range of
potentially beneficial effects, among which is its
high degree of antioxidative

activity. Its bioavailability, impact on metabolism,
and pharmacokinetics have all been examined in
animal testing. A dose rate of 100 mg of
Xanthohumol per kg of animal weight showed no
toxic effect. (Molecular Nutriton and Food
Research Edition 9/05)

U Orac Test Results
Peroxyl Radical Scavenging Capacity

pmol Trolox/g

Xanthohumol (> 98%) 23447
Isoxanthohumol (> 98%) 19073
*Quercetin-Dihydrate (90%) 21779

Hydroxyl Radical Scavenging Capacity

Trolox
umol/g
Xanthohumol (> 98%) 72245
Isoxanthohumol (> 98%) 29600
*Quercetin-Dihydrate (90%) 5610

* Quercetin-Dihydrate (90%) was used as a
reference standard.

O Storage stability

Xantho-Flav Extract on D.E. is stable for two
years from the date of production. The product
should be stored < 5° C and be protected from
light.

O Safety

Xantho-Flav Extract on D.E. is classified in GHS
category 5. If Xantho-Flav Extract on D.E. comes
in contact with the eyes wash off with plenty of
water and seek medical attention.

For full safety information please see the relevant
Steiner material safety data sheet.

O Quality

All Hopsteiner® products are produced in plants
accredited to internationally accepted quality
standards. Xantho-Flav Extract on D.E. is Food
Grade and Kosher.

7

< Packaging

Xantho -Flav Extract on D.E. is packaged in
various types of contains depending on custom
requirements.

7

« Analytical methods

Xanthohumol and iso-xanthohumol can be
quantified by HPLC using Analytica-EBC 7.8 using
external calibration standards of pure xanthohumol
(370 nm) and pure iso-xanthohumol (290 nm).

% Technical Support

We will be pleased to offer help and advice on the
full range of Hopsteiner® products:

U Copies of all relevant
procedures

Material Safety Data Sheets (MSDS)
Assistance with pilot or commercial trials

Specialist analytical services

analytical
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< Remarks

We take great care in preparing Xantho-Flav
Extract on D.E. from hops, however, the use or
application is the sole responsibility of the buyer.

S.S.Steiner, Inc. Simon H. Steiner, Hopfen, GmbH

New York, USA Mainburg, Germany
Tel: (1) 212 8388900 Tel: (49) 8751 8605-0
Fax: (1) 212 5934238 Fax: (49) 8751 8605-80

E-mail: sales@hopsteiner.com

E-mail: info@hopsteiner.de

Steiner Hops Ltd.

Epping, England

Tel:  (44) 1992 572331

Fax: (44) 1992 573780

E-mail: enquiries@hopsteiner.co.uk

Rev. 4.30.10

Hopsteiner Trading (Zhuhai) Co., Ltd.
Zhuhai, PRC

Tel: (86) 756 322 3340

Fax: (86) 756 322 3345

E-mail: info@hopsteiner.com.cn
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ANKETA

Smo dijakinje I. gimnazije v Celju in pripravljamo raziskovalno nalogo na podrocju biokemije, pri
kateri preucujemo vplive razlicnih komponent v kremah na kemijski in ekonomski ravni. Pred tabo so

4 kreme, vsako nanesi na svoje mesto na podlakti.

Za vsako spodaj navedeno vprasanje obkroZi odgovor s katerim se najbolj strinjas, pri cemer je: 1-mi

ni vée€ in 5-mi je zelo vse¢, ¢e vprasanje ne zahteva drugace.
KREMA 4:

1. Vonj
1 2 3 4 5

2. Barva:
1 2 3 4 5

3. Obcutek na koii:
1 2 3 4 5

4. Struktura kreme:
1 2 3 4 5

5. Kaksna se ti je zdela krema v primerjavi s sinteti¢nimi kremami, ki jih navadno uporabljamo
(1-sploh mi ni bila vie¢, 2-bila mi je vSec, a so mi sinteti¢ne bolj, 3-ni razlike, 4-za odtenek
boljsa, 5-neprimerljivo boljsa):

1 2 3 4 5
KREMA 5:

1. Vonj
1 2 3 4 5

2. Barva:
1 2 3 4 5

3. Obcutek na koZi:
1 2 3 4 5

4. Struktura kreme:
1 2 3 4 5

5. Kaksna se ti je zdela krema v primerjavi s sinteti¢nimi kremami, ki jih navadno uporabljamo
(1-sploh mi ni bila vSec, 2-bila mi je vSec, a so mi sinteti¢ne bolj, 3-ni razlike, 4-za odtenek
boljsa, 5-neprimerljivo boljsa):

1 2 3 4 5



KREMA 7:

1. Vonj
1 2 3 4 5

2. Barva:
1 2 3 4 5

3. Obcutek na koii:
1 2 3 4 5

4. Struktura kreme:
1 2 3 4 5

5. Kaksna se ti je zdela krema v primerjavi s sinteti¢nimi kremami, ki jih navadno uporabljamo
(1-sploh mi ni bila vSec, 2-bila mi je vSec, a so mi sinteti¢ne bolj, 3-ni razlike, 4-za odtenek
boljsa, 5-neprimerljivo boljsa):

1 2 3 4 5
KREMA 9:

1. Vonj
1 2 3 4 5

2. Barva:
1 2 3 4 5

3. Obcutek na kozi:
1 2 3 4 5

4. Struktura kreme:
1 2 3 4 5

5. Kaksna se ti je zdela krema v primerjavi s sinteti¢nimi kremami, ki jih navadno uporabljamo
(1-sploh mi ni bila vSec, 2-bila mi je vSec, a so mi sinteti¢ne bolj, 3-ni razlike, 4-za odtenek
boljsa, 5-neprimerljivo boljsa):

1 2 3 4 5



