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1. Przygotowanie formulacji kosmetycznej typu krem do twarzy

Przygotowano formulacje¢ typu krem do twarzy zgodnie z nastepujacym sktadem INCI: Aqua,
Urea, Panthenol, Coco caprylate/ Caprate, Caprylic/Capric Triglyceride, Alcea rosea Ferment
Filtrate, Cetearyl Glucoside, Sorbitan olivate, Cetearyl Alcohol, Butyrylospermum Parkii
Butter, Borago Officinalis Seed Oil, Tocopherol Acetate Sodium Levulinete, Potassium
Sorbate.

2. Oznaczenie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej i prebiotycznej metodg

studzienkowo-dyfuzyjna

W celu oznaczenia aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej i1 prebiotycznej opracowanych
formulacji kosmetycznych wykorzystano metode studzienkowo-dyfuzyjng. W pierwszym
etapie 100 pL namnozonej hodowli bakterii lub grzybdéw przeniesiono na podtoze agarowe
Muller-Hinton. Nastepnie w podtozu wydrgzono studzienki, do ktorych naniesiono po 50 uL
badanej proby (formulacji kosmetycznej). Ptytki inkubowano przez 48 h w temperaturze 37°C
w odpowiednich dla danej grupy warunkach gazowych. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

oceniono na podstawie strefy przejasnienia lub zageszczenia biomasy wokot studzienek.
3. Ocena stabilnosci produktu kosmetycznego

Proby formulacji kosmetycznych o masie 25 g umieszczono w neutralnych chemicznie,
szklanych przezroczystych probowkach i przechowywano 12 tygodni bez dostepu $§wiatla. Z
kazdego wariantu formulacji wykonano 3 proby i umieszczono w 4°C, 22°C i 37°C. Parametry
poszczegbdlnych prob poddawano ocenie po 2, 4, 6 1 12 tygodniach od rozpoczecia testu.
Kazdorazowo, préby przechowywane w temperaturze 4°C i 37°C, dzien przed wykonaniem
oceny umieszczano w temperaturze pokojowej w celu ujednolicenia warunkéw badania.
Metoda organoleptyczng analizowano barwe, zapach, konsystencje, ewentualng obecno$¢

osadu oraz pianotworczo$¢ formulacji.
4. Ocena czystosci mikrobiologicznej produktu kosmetycznego

Oceng czystosci mikrobiologicznej nowoopracowanych produktéw wykonano z
wykorzystaniem klasycznych podlozy mikrobiologicznych i zgodnie z metodologia
wykonywania analizy metoda zalewowa Kocha. Analiz¢ wykonywano bezposrednio po

przygotowaniu prob oraz po 2, 6 i 12 tygodniach od przygotowania.



5. Test kompatybilnosci masy kosmetycznej z opakowaniem

Probki kosmetykdw o masie 20 g umieszczono w opakowaniach docelowych i przechowywano
12 tygodni bez dostepu $wiatla. Z kazdego wariantu formulacji wykonano po 4 proby i
umieszczono w -10°C, 4°C, 37°C i w temperaturze pokojowej. Parametry poszczeg6lnych prob
poddawano ocenie po 4, 8 i 12 tygodniach od rozpoczecia testu. Kazdorazowo, proby
przechowywane w temperaturze -10°C, 4°C, 37°C, dzien przed wykonaniem oceny
umieszczano w temperaturze pokojowej w celu ujednolicenia warunkow badania. Metoda
organoleptyczng analizowano barwg, zapach, konsystencje oraz tatwos¢ aplikacji kosmetykow.
W celu oceny barwy, z uwagi na nieprzezroczystos¢ opakowan, przenoszono po 5 g prob do
szklanych, przezroczystych probowek. Ocene konsystencji dokonywano organoleptycznie.
Uzyskane wyniki porownywano z wynikami prowadzonego réwnocze$nie testu stabilnosci

produktow kosmetycznych.
6. Test konserwacji

W pierwszej kolejnosci przygotowano kultury szczepoéw wskaznikowych. Po rozmrozeniu
stokow glicerolowych, zawiesing przelano do 10 ml podtoza bulion odzywczy wzbogaconego
glukozg. Nastepnie prowadzono 24 — godzinng hodowlg w temperaturze 30°C (drozdze) lub
37°C (bakterie). Po czasie hodowli przygotowano zawiesing drobnoustrojow w 0.9% NaCl tak
aby ich liczebnoéé byta zblizona do 10° jtk/ml. Nastepnie, przygotowane probki formulacji
kosmetycznych o masie 15 g, znajdujace si¢ w sterylnych probowkach typu Falcon, zakazano
przez jednorazowe wprowadzenie 150 pl inokulum pojedynczego szczepu mikroorganizmu. Po
wprowadzeniu  inokulum proby dokladnie wymieszano 1 wykonywano analize
mikrobiologiczng bezposrednio po zakazeniu oraz po 7, 14 i 28 dniach od zakazenia, w celu
ustalenia liczebno$ci mikroorganizméw w probach. W migdzyczasie proby przechowywano w

temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatla.
7. Ocena organoleptyczna

Formulacje kosmetyczne przeanalizowano pod katem wlasciwosci organoleptycznych.

Parametry, kryteria oraz metody analizy przedstawia tabela ponize;.

Tabela Ocena organoleptyczna formulacji kosmetycznych

Analizowan . .
y Metoda analizy Kryteria
parametr
Kolor ptynu Ocena wizualha Nie dotyczy
P tos¢ .
rzezr;)ycjys 08¢ Ocena wizualha Transparentny/Metny
ptynu




Charakterystyczny/kwiatowy/aldehyd
owy/
todki o1 cwicsv/k
Zapach Powachanie stodki/cytrusowy/ziotowy/$wiezy/kor
zenny/
owocowy/zywiczny/
gnilny/kwasny/mdlacy/inny — jaki?
Zaaplikowanie na Jedwabista/klejgca/kremowa/ziarnista
Konsystencja powierzchnig skory, /ggsta/
obserwacja zbita/delikatna
., Zaaplikowanie na Bardzo wysoka/umiarkowanie
Latwosc . . , .
. powierzchnie skory, wysoka/niska/
rozprowadzania . .
obserwacja bardzo niska
Zaaplikowanie na Bardzo wysoka/umiarkowanie
Slisko$é powierzchnig skory, wysoka/niska/
obserwacja bardzo niska
Wrazenie Se1agniged Zaaplikowanie na
lub przesuszenia . . . Obecne/brak
. powierzchnig skory
skory

8. Testy dermatologiczne

Testy prowadzono pod nadzorem lekarza dermatologa. Ocena wlasciwosci alergizujacych 1
podrazniajacych preparatu, przeprowadzono na grupie ochotnikéw. Probanci zostali dobrani
zgodnie z Deklaracjg Helsinskg i wytycznymi COLIPA (ang. The Cosmetic Toiletry and
Perfumery Association). Badanie przeprowadzono przy pomocy plastrow komorowych z
bibutkami filtracyjnymi, na ktére nanoszono badany produkt, a nastepnic calos¢
zostata przyklejona na skore ramienia lub okolice migdzylopatkowa. Proby byly zdejmowane
po 48 h, a odczytu dokonano po 15-20 minutach i 72 h od zdjecia plastra wg ogdlnie przyjetej
skali w badaniach dermatologicznych i oceniano przez lekarza dermatologa. Odczyn dodatni
potwierdzat alergizujace wiasciwosci preparatu, a ujemny — brak wtasciwosci alergizujacych.
Metodyka wykonanych badan byt zgodna z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i
Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dotyczacego produktoéw kosmetycznych;
Cosmetics Europe — The Personal Care Association Guidelines Product Test Guidelines for the
Assessment of Human Skin Compatibility 1997; Cosmetics Europe - The Personal Care

Association Guidelines for the Evaluation of the Efficacy of Cosmetic Products 2008.
9. Testy aplikacyjno-uzytkowe

Badania potwierdzajace lub wykluczajace deklarowane wlasciwosci i dzialania kosmetyku
prowadzono w warunkach domowych przy udziale probantdbw — ochotnikow. Do badan
aplikacyjno-uzytkowych zostata wytypowana grupa 20 0s0b. Dobdr probantéw odbywat sie wg

wstepnej oceny stanu skory oraz zdrowia.



Sposob prowadzenia badan w warunkach domowych (panel domowy).

Zakwalifikowani do badan przez prowadzacego probanci otrzymali po jednym opakowaniu
kremu do twarzy. Probantéw podzielono na trzy grupy po 20 0so6b (n=20), ktore otrzymaty:
Grupa (Gb) - krem z biofermentem z malwy 2 %

Grupa (Gf) - krem z biofermentem z malwy 1 %

Grupa (Gk) - krem bez sktadnika biofunkcjonalnego

Ochotnicy zostali zobowigzani do stosowania otrzymanych produktow wedhig dedykowanej
instrukcji:

Niewielkg ilo§¢ kremu do twarzy (jedna doza pompki) nanie$¢ na dlonie, rozmasowac,
ocierajac dlonie o siebie i calg powierzchnig dtoni wmasowac produkt w skorg twarzy.
Produkty stosowac rano 1 wieczorem.

Ponadto ochotnicy zostali zobowigzani do:

- regularnego stosowania otrzymanego produktu zgodnie z zastosowaniem deklarowanym
przez producenta

- nie powinni stosowa¢ w czasie trwania badan preparatow o identycznym badz analogicznym
przeznaczeniu

- powinni obserwowaé reakcje skory w miejscach aplikacji produktow 1 szczegdtowo
odnotowywac¢ uwagi dotyczace wiasnosci uzytkowe testowanego kosmetyku

- w przypadku wystgpienia w miejscu stosowania kosmetykow jakichkolwiek negatywnych
objawow, natychmiast przerwac stosowanie kosmetyku oraz bezzwlocznie zgtosi¢ si¢ do osoby
prowadzacej badanie.

Osobom uczestniczagcym w badaniu nie stawiano zadnych specjalnych wymagan, w celu oceny
dziatania kosmetykéw w realnych warunkach, w ktorych beda one w praktyce stosowane. Na
wyniki badan mogly mie¢ wptyw jedynie takie czynniki jak: intensywnos$¢ leczenia tradziku,
stan zdrowia, rodzaj i kondycja skory, uwarunkowania genetyczne, cechy osobnicze,
indywidualne upodobania, tryb zycia, warunki sSrodowiska naturalnego itp. Indywidualne oceny
wlasnosci uzytkowych badanych produktow uzyskane od probantéw opracowano w
sprawozdaniu z badan ankietowych (badania aplikacyjno-uzytkowe). Czas trwania badan
wynosit 4 tygodnie.

Opracowano pytania zwigzane z oceng produktéw (badania aplikacyjne).

1. Czy uwaza Pani/Pan, ze zastosowane produkty wptynely korzystnie na poprawe kondycji
skéry? Odpowiedzi:

- Korzystny wptyw

- Nie zauwazono zmian



- Pogorszenie stanu cery

2. Czy jest Pani/Pan zadowolona z konsystencji preparatu typu krem uzytego w badaniach?
Odpowiedzi:

- Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu

- Konsystencja $rednio przyjemna w uzytkowaniu

- Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu

3. Czy po zakonczeniu badan z wykorzystaniem produktu krem do twarzy zauwazyt/a Pani/Pan
zmniejszenie podraznien, uczucia sucho$ci oraz poprawe nawilzenia cery: Odpowiedzi:

- Tak, nastapila wyrazna poprawa

- Nie, nie odczuwam istotnej poprawy

- Nastapito pogorszenie objawow.

W trakcie prowadzenia badan dokonano oceny wptywu kosmetyku na stan skory 1 ogodlne
odczucia ochotnikow w oparciu o dlugoterminowa, wielokrotng aplikacje badanego produktu
na skore, zgodnie z jego przeznaczeniem i sposobem uzycia. Badania miaty na celu
potwierdzenie lub wykluczenie deklarowanego dziatania produktu. Deklarowane dziatanie
produktu uznano za potwierdzone, gdy liczba pozytywnych odpowiedzi stanowita co najmniej

50% ogdlnej liczby odpowiedzi uzyskanych od probantow w badaniu.

10. Badania aparaturowe

Badania aparaturowe przy udziale probantow pod nadzorem technologa przy udziale
probantow — ochotnikow. Dobdr probantow zostal opisany w pkt. Badania aplikacyjno-

uzytkowe.

e Badanie stopnia nawilzenia skory - TEWL

Oceng¢ diugo$ci utrzymywania si¢ prawidlowego stopnia nawilzenia skory — badanie TEWL
(ang. Transepidermal Water Loss) prowadzono za pomocg urzgdzenia Tewametr® TM 210.
Pomiar jest dokonywany przez dwie pary czujnikéw wewnatrz sondy (temperatura i wzgledna
wilgotno$¢) analiza przez mikroprocesor. Pomiary wykonywano w pomieszczeniu
zacienionym, w temperaturze (+/-20°C), wilgotno$ci wzglednej (40 - 60%). Miejsca badania
skora (czota, policzka, brody). Pomiaru utrzymania si¢ prawidlowego stopnia nawilzenia skory
dokonywano czterokrotnie:

1. Przed rozpoczeciem stosowania produktow kosmetycznych

2. Jeden tydzien po rozpocze¢ciu stosowania produktow kosmetycznych

3. Po dwaoch tygodniach stosowania produktow kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych



e Badanie poziomu wilgotnosci skéry - Corneometr

W badaniach oceniajacych poziom wilgotnosci skory wykorzystano aparat Corneometr® CM
820. Pomiary wykonywano w pomieszczeniu zacienionym, w temperaturze (+/- 20°C),
wzglednej wilgotnosci statej wynoszacej 40 — 60%. Pomiaru poziomu wilgotnosci skory
dokonywano czterokrotnie:

1. Przed rozpoczgciem stosowania produktow kosmetycznych

2. Jeden tydzien po rozpoczeciu stosowania produktow kosmetycznych

3. Po dwdch tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych

Miejsce badania skora czofa, policzka, brody.
e Poziom elastycznosci skory

Poziom elastyczno$ci skory mierzono za pomocg urzadzenia Reviscometr® RVM 600.
Pomiary (1-sekundowe) pod katem 0/180°, 45/225°, 90/270°, 135/315°dokonywano w
temperaturze (+/- 20°C) i wilgotnosci wzglednej (40 -60%) czterokrotnie:

1. Przed rozpoczgciem stosowania produktéw kosmetycznych

2. Jeden tydzien po rozpoczeciu stosowania produktow kosmetycznych

3. Po dwoch tygodniach stosowania produktow kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktow kosmetycznych.

Miejsce pomiaru skora policzka.
e Odczyn pH skory

Odczyn pH skory mierzono z wykorzystaniem urzadzenia Skin-pH-Meter® PH905; jest to
szybkie, proste 1 ekonomiczne narzedzie do pomiaru pH na powierzchni skory 1 skory glowy.

Sposdéb wykonania pomiaru przedstawiono na rysunku ponize;.



Rysunek. Pomiar pH skéry probanta

e Glebokos¢ zmarszezek

Badanie wykonane zostalo przy uzyciu aparatu pomiarowego NATI V3 firmy Skin Diagnosis
by Beauty of Science. Mikrofotografie skory zostaty wykonane w rozdzielczo$ci 1280 x 1024.
Srednia warto$¢ szerokosci zmarszczek uzyskana jest z pomiarow przeprowadzonych u
wszystkich ochotnikow. Ostateczny wynik obejmuje procent zmiany wartosci szerokos$ci

zmarszczek w stosunku do wartosci wyjsciowe;.

Wyniki badan

I OCENA WEASCIWOSCI TECHNOLOGICZNYCH FORMULACJI TYPU
KREM DO TWARZY Z DODATKEIM BIOFERMENTU

Charakterystyka fizyko-chemiczna formulacji kosmetycznej

Charakterystyka opracowanej formulacji kosmetycznej to etap obligatoryjny i pozwala na
wstepng oceng jakosci opracowanych produktow. Stanowi rowniez element potwierdzajacy
stabilno$¢ fizyko-chemiczng formuly pozwalajacy na okres$lenie minimalnej daty przydatnosci

do uzycia. Charakterystyke wiasciwosci fizyko-chemicznych zaprezentowano w tabeli ponize;.



Tabela. Wlasciwosci fizyczne i chemiczne oraz stabilno$¢ kremu do twarzy z dodatkiem biofermentu

Wariant formulacji Krem biofermentem
z malwy
Posta¢ / wyglad Jednorodna emulsja / krem
Barwa Kremowa biato - bezowa
Charakterystyczny
Zapach (stabo wyczuwalny)
5,11
Wartos$¢ pH Przyjety zakres 4,5-5,5
2826,0
Lepko$é 47,1%; SP:L4; RPM:100;
mPa*s T:22,9°C
Gestosé 0,966
g/cm?

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego 1 Rady WE 1223/2009 dotyczacym
produktéw kosmetycznych, konieczna jest weryfikacja formulacji kosmetycznych w aspekcie
obecnosci zanieczyszczen 1 substancji niedozwolonych. W zatgczniku 11 do Rozporzadzenia
(WE) nr 1223/2009 mozna znalez¢é ponad 1600 substancji zakazanych do stosowania w
produktach kosmetycznych. W tym wykazie znajduja si¢ np. metale ciezkie takie jak otow,
kadm, arsen, nikiel czy rte¢. Pomimo oficjalnego zakazu ich stosowania wyzej wymienione
substancje niedozwolone mogg by¢ obecne w produktach kosmetycznych w niezamierzonych
ilosciach $ladowych. Zgodnie z Art. 17 Rozp. nr 1223/2009 dopuszczalna jest niezamierzona
obecno$¢ malej ilosci substancji niedozwolonej, pochodzacej z zanieczyszczen skladnikow
naturalnych lub syntetycznych, procesu wytwarzania, przechowywania, migracji z
opakowania, ktéra przy zastosowaniu zasad Dobrej Praktyki Produkcyjnej jest ze wzgledow
technologicznych nie do uniknigcia, pod warunkiem, ze produkty kosmetyczne je zawierajace
sg nadal bezpieczne dla zdrowia ludzi w normalnych lub dajacych si¢ przewidzie¢ warunkach
stosowania. Nie trzeba wyszczegdlnia¢ ich w skladzie wyrobu podanym na etykiecie (Art.
19 Rozp. 1223/2009). W  przypadku obecnosci ilosci  $ladowych  substancji
niedozwolonych nalezy jednak przedstawi¢ dowody na to, ze ich uniknigcie jest niemozliwe ze
wzgledow technicznych. Standardowo weryfikacja metali cigzkich odbywa si¢ na podstawie

deklaracji 1 o$wiadczen ich zawartosci w dokumentacji poszczegolnych surowcoOw
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kosmetycznych lub na podstawie analizy finalnego kosmetyku. Jest to wazny i obligatoryjny
aspekt warunkujacy bezpieczenstwo produktu.
Wyniki analizy st¢zenia metali ci¢zkich przedstawia tabela ponize;.

Tabela. Zanieczyszczenia, §ladowe ilosci substancji niedozwolonych w formulacji krem do twarzy

z biofermentem z malwy.

Oznaczany Norma Badania
wskaznik badawcza Jednostka formulacja
Kb Kk

PN-EN ISO 17294- mag/kg 0,017 0,076
Nikiel 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mg/kg <0,010 | <0,010
Rtec 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mg/kg <0,050 <0,050
Otow 2:2016-11

PN-EN 1SO 17294- mg/kg <0,010 <0,010
Kadm 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mg/kg <0,050 <0,050
Arsen 2:2016-11

Legenda: Kb - krem z dodatkiem biofermentu z malwy
Kk - krem bez dodatku biofermentu
Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze opracowane formulacja kosmetyczna spelnia wymagania
Rozporzadzenia WE 1223/2099, a oznaczone st¢zenia metali cigzkich sg bezpieczne dla

zdrowia potencjalnych uzytkownikéw.

Test konserwacji

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30
listopada 2009 r. dotyczace produktéw kosmetycznych sprzedawanych na terenie Unii
Europejskiej naktada na producentow obowiazek posiadania wynikoéw testu konserwacji (tzw.
Challenge Test). Jest jednym z kluczowych testow wykorzystywanych w ocenie jakosci
produktow kosmetycznych. Jego zadaniem jest sprawdzenie i potwierdzenie tzw. stabilnosci
mikrobiologicznej kosmetyku, wykazujacej czy produkt jest dostatecznie chroniony przed
rozwojem drobnoustrojow, dzigki zastosowaniu $rodkéw konserwujacych. Dodatkowo,
wykonujac test konserwacji mozna wyznaczy¢ najnizsze st¢zenie substancji konserwujacej,
ktéora zapewni ochron¢ formulacji kosmetycznej i jej stabilno$¢ mikrobiologiczng oraz

okreslenie czasu przydatnosci kosmetyku do uzycia. W celu oceny dziatania substancji
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konserwujacej proby formulacji kosmetycznych sztucznie zakazano pojedynczymi szczepami
drobnoustrojow wskaznikowych z gatunku Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli i Candida albicans. Analiz¢ mikrobiologiczng wykonano bezposrednio po
zakazeniu (TO) oraz po 7 (T1), 14 (T2) i 28 (T3) dniach od zakazenia w celu ustalenia

liczebno$ci mikroorganizméw w probach. Wyniki przedstawiono w tabeli ponize;j

Tabela. Test konserwacji dla formulacji typu krem do twarzy

Wynik
Badany parametr Kryterium w czasie TO, T1,T2,T3
akceptacji

Kb Kk

Pseudomonas aeruginosa Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Staphylococcus aureus Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Escherichia coli Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Candida albicans Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Przeprowadzony test konserwacji wykazat, ze zastosowana substancja konserwujgca zapewnia
bezpieczenstwo mikrobiologiczne 1 zabezpiecza formulacje kosmetyczng przed wzrostem
drobnoustrojow niepozadanych. Warto wskaza¢, ze zastosowanie skladnika w postaci
biofermentu, w ktorego sktad wchodzi szereg zwigzkéw chemicznych o wiasciwo$ciach
przeciwdrobnoustrojowych (kwasy organiczne, bialka enzymatyczne, bakteriocyny)
dodatkowo zabezpiecza produkt przed ewentualnym rozwojem drobnoustrojow. Z drugiej
strony istnieje pewne niebezpieczenstwo zwigzane ze stosowaniem sktadnikow pochodzenia
mikrobiologicznego, z uwagi na mozliwo$¢ niekontrolowanego wzrostu komorek. Dlatego

kluczowa jest weryfikacja skutecznosci dezaktywacji biomasy drobnoustrojoéw w surowcu.

Jako$¢ mikrobiologiczna

Waznym parametrem warunkujacym bezpieczenstwo formulacji kosmetycznej jest jej
czysto$¢ mikrobiologiczna, zardbwno zaraz po produkcji jak 1 w czasie przechowywania.
Parametr ten jest szczeg6lnie wazny w przypadku formulacji, ktére w skladzie zawieraja
sktadnik pochodzenia mikrobiologicznego. Zgodnie z normg PN-EN ISO 17516: 2014-11

produkty kosmetyczne dzielimy na dwie kategorie: Kategoria I: kosmetyki przeznaczone dla
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dzieci ponizej trzeciego roku zycia i stosowane w okolicach oczu, co w przypadku kosmetykow
dedykowanych do pielegnacji skory podczas leczenia dermatologicznego jest réwniez
kryterium pozadanym. Kategoria II: pozostate kosmetyki. Dla kategorii I maksymalny limit
akceptacji ogolnej liczby drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0x10? jtk/g,
drobnoustroje specyficzne (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Canadida
albicans, Escherichia coli) nieobecne w 1 g. Dla kategorii Il maksymalny limit akceptacji
ogdlnej liczby drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0x102 jtk/g, drobnoustroje
specyficzne (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia
coli) nieobecne w 1 g. To badanie czystosci mikrobiologicznej decyduje o tym, czy dany
produkt zostanie dopuszczony do obrotu. Wymog badania czystosci mikrobiologicznej
produktow kosmetycznych oraz surowcow przeznaczonych do ich produkcji wynika z
Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) nr 1223/2009 1 obowiazuje na terenie
catej Unii Europejskie;.

Badania czystosci mikrobiologicznej gotowej formulacji przeprowadzono w trzech
wariantach temperaturowych 4°C, 20°C i 37°C, w czterech punktach czasowych TO
(bezposrednio po produkcji), T2 (2 tygodnie po produkcji), T4 (4 tygodnie po produkcji) 1 T8

(8 tygodni po produkcji). Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tabeli ponizej.

Tabela. Wyniki badan mikrobiologicznych formulacji kosmetycznych typu krem do twarzy.

Wynik w czasie TO, T2,T4,T8
Badany parametr Metoda Kryterium | Jednostka w temperaturze 4°C, 20°C i
akceptacji miary 37°C
Kb Kk
Ogélna liczba PN-EN ISO <10° jtk/g <102 <102
drobnoustrojow tlenowych | 21149:2017-
mezofilnych 07
Ogélna liczba PN-EN ISO <10° jtk/g <102 <102
drobnoustrojow tlenowych | 21149:2017-
psychrofilnych 07
Ogolna liczba drozdzy i PN-EN I1SO <103 jtk/g <102 <102
plesni mezofilnych 16212:2017-
08
Ogolna liczba drozdzy i PN-EN I1SO <103 jtk/g <102 <102
plesni psychrofilnych 16212:2017-
08
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Pseudomonas aeruginosa PN-EN ISO | nieobecne - nieobecne w 1g | nieobecne w 1g
22717:2016- w1lg
01
Candida albicans PN-EN ISO | nieobecne - nieobecne w 1g | nieobecne w 1g
18416:2016- w1lg
01
Staphylococcus aureus PN-EN ISO | nieobecne - nieobecne w 1g | nieobecne w 1g
22718:2016- w1lg
01

Na podstawie uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze opracowana formulacja
kosmetyczna charakteryzuje si¢ bardzo dobrg stabilno$cig mikrobiologiczng w czasie
przechowywania w réznych, skrajnych warunkach temperaturowych. Wyniki przedstawiaja, ze
wszystkie badane probki uzyskaly kategori¢ 1 czystosci mikrobiologicznej kosmetyku. Nie
zaobserwowano wzrostu drobnoustrojow, ani potencjalnie patogennych, jak i mezofilnych i

psychrofilnych.
Ocena stabilnosci produktu kosmetycznego

Jednymi z najwazniejszych analiz produktow kosmetycznych sg testy stabilnos$ci (testy
starzeniowe) i kompatybilno$ci z opakowaniem. Testy stabilno$ci majg na celu okreslenie czasu
przydatnosci produktu kosmetycznego, podczas przechowywania w odpowiednich warunkach
temperaturowych w przeznaczonych do tego opakowaniach w trakcie uzytkowania zgodnie z
jego przeznaczeniem (Ozga, 2012). Niemozliwe jest jednak, aby produkt nie byl zmienny w
czasie, w r0znych temperaturach, jest to zalezne to od zmian srodowiskowych oraz od dtugosci
przeznaczenia do uzytku produktu. Podczas badan stabilno$ci mozna zastosowac rozne zakresy
temperatur oraz czasy testowania.

Proby formulacji kosmetycznych poddano ocenie stabilno$ci w czasie i w rdéznych
warunkach temperaturowych. Badania prowadzono przez 12 tygodni w temperaturze 4°C, 20°C
i 37°C, analizujagc parametry formulacji po 2, 4, 8 i 12 tygodniach

od rozpoczecia testu. Wyniki oceny przedstawia tabela ponizej.
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Tabela. Ocena stabilno$ci formulacji typu krem do twarzy z biofermentem z malwy

f(\)/y;rui?ancai przi?h%mggia czP:sry\(/\ty Barwa Zapach Konsystencja
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
4°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
Kb
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
20°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
37°C T4 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
T8 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
T12 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
4°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
Kk : : :
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
20°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
37°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bezzmian | Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
T12 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
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W czasie 12 tygodni przechowywania nie wykazano znaczacych zmian barwy wszystkich
testowanych formulacji. Jedyne zaobserwowane zmiany dotyczyly intensywnosci zapachu i
zmiany konsystencji badanych formulacji. Jednak obserwacje te dotycza jedynie prob
przechowywanych w podwyzszonej temperaturze (37°C), co zapewne ma zwigzek ze zmianami
reologicznymi emulsji.

Testy starzeniowe kompatybilnosci matrycy kosmetycznej z opakowaniem

Réwnolegle przeprowadzono testy starzeniowe i poddano ocenie zaréwno opakowanie, jak i
mase. Probki kosmetyku typu krem do twarzy w opakowaniach airless przechowywano w

temperaturze pokojowej 22°C oraz w zmiennych warunkach temperatury od 4°C do 40°C

(warunki stresowe). Czas badania wynosit 8 tygodni.

Tabela. Testy starzeniowe kompatybilnosci kremu do twarzy z biofermentem z malwy z
opakowaniem typu airless 30 ml

Warunki przechowywania Temperatura pokojowa Temperatura
22°C 4°C - 40°C
Szczelnosé Bez zmian Bez zmian
Wyglad

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacija Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postac Bez zmian Bez zmian

Wyglad masy
Zapach Bez zmian Bez zmian
Barwa Bez zmian Bez zmian

II OCENA FUNKCJONALNOSCI FORMULACJI KOSMETYCZNYCH
Potencjal antyoksydacyjny

Wiasciwosci antyoksydacyjne surowcow kosmetycznych oraz gotowych formulacji
kosmetycznych to jeden z kluczowych, funkcjonalnych filarow dzisiejszej kosmetologii.
Zwiazki o potencjale antyoksydacyjnym to chemiczne substancje naturalnego pochodzenia,
ktore neutralizuja niszczacy wptyw oksydantow, a takze hamuja ich powstawanie. Jest to
niezwykle wazne dziatanie, poniewaz wolne rodniki potrafig przyczyni¢ si¢ do szeregu

niepozagdanych zmian w organizmie, w tym skoérze. Antyoksydacyjne dzialanie
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przeciwutleniaczy polega na hamowaniu dziatania wolnych rodnikéw, czyli niedopuszczaniu
do powstawania reakcji utleniania w organizmie. Dzigki tym zwigzkom chemicznym mozliwe
jest zapobieganie m.in. przedwczesnemu starzeniu si¢ skory oraz prewencja oksydacyjnego
uszkodzenia lipidow naskdrka. Potencjat antyoksydacyjny formulacji kosmetycznej przyczynia
si¢ w efekcie do redukcji przebarwien, regenerowania skory, przywrocenia naturalnej bariery
hydrolipidowej, a takze jej ochrony przeciw fotostarzeniu.

Z uwagi na sklad, jak i przewidywane wlasciwos$ci antyoksydacyjne opracowanej formulacji
kosmetycznej, wykonano analizg tego potencjatlu, a wyniki przedstawiono w tabeli ponize;j.

Tabela. Aktywnos¢ antyoksydacyjna i przeciwrodnikowa formulacji kosmetycznych zawierajacych

bioferment z malwy

Aktywnos¢
Typ formulacji DPPH ABTS chelatujgca 1500
mmol Tx/g s.m mmol Tx/g s.m ppm (%)
Kb 3,8-39 4,7-5,9 12,9-14,3
Kk 2,1-25 2,8-3,2 8,5-9,0

Przeprowadzone analizy wskazuja, ze krem do twarzy z biofermentem z malwy charakteryzuje
si¢ wysokim potencjatem antyoksydacyjnym w porownaniu do formulacji nie zawierajacych

sktadnika bioaktywnego.
Potencjal przeciwdrobnoustrojowy i prebiotyczny

Wazng cechg, $wiadczaca o funkcjonalnosci formulacji kosmetycznej jest rowniez aktywnos¢
przeciwko patogenom, zwlaszcza tych ktére mogag zasiedlaé zewngtrzng powierzchnig skory.
Faktem jest, ze barierowe funkcje skory sa wspierane poprzez jej naturalng mikrobiote, jednak
szereg czynnikdw zewnetrznych 1 sSrodowiskowych moze zaburza¢ zarowno funkcjonowanie
skory jak 1 przyczyni¢ si¢ do ograniczenia bioréznorodnosci jakosciowo-ilosciowej sktadu
mikrobioty skory. Dlatego tez szczegdlnie wazne jest, aby innowacyjne formulacje
kosmetyczne z jednej strony stymulowaly zasiedlanie 1 wzrost drobnoustrojow
prozdrowotnych, w tym probiotycznych, z drugiej natomiast wykazywaty charakter
przeciwdrobnoustrojowy przeciwko potencjalnym patogenom skory.

Analizujac  wiasciwosci  prozdrowotne formulacji  kosmetycznej z dodatkiem
biofermentu z malwy badano jej wplyw na szczepy bakterii patogennych jak i szczepy
drobnoustrojow potencjalnie probiotycznych. W badaniach wykorzystano metode
studzienkowo-dyfuzyjng i formulacje niezawierajace substancji konserwujacej. Dodatek

konserwantu jest wymagany w wiekszosci formulacji, jednak w tym badaniu jego obecno$¢
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spowodowataby zahamowanie wzrostu drobnoustrojow wobec ktorych analizowano

aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli ponize;.

Tabela. Aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa formulacji kosmetycznej typu krem do twarzy z

biofermentem z malwy

Szczep wzorcowy
T
P B 1 2 3 4 5 6 7 8
formulacji
Strefa zahamowania wzrostu drobnoustrojéw (mm)
Kb 7,0£2,0 | 7,0¢2,0 | 9,0+2,0 | 10,0+3,0 | 11,0£2,0 | 11,0+2,0 | 9,0+2,0 | 3,0+2+1,0
Kk 1,0+0,0 NW NW NW NW NW NW NW

NW — nie wykazano strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw

Legenda:

- Clostridium difficile ATCC 9689

- Enterococcus faecalis ATTC 29212

- Escherichia coli ATCC 25922

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Cutibacterium acnes ATCC 11827TM
- Staphylococcus aureus ATCC 25923

- Streptococcus pyrogenes ATCC 19615
- Candida albicans ATTC 10231

CO~NOOT DA WN -

Z uzyskanych wynikow badan mozna wywnioskowa¢, ze dodatek surowca kosmetycznego w
postaci biofermentu z malwy otrzymanego na drodze biotechnologicznej wykazuje aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg wobec wytypowanych do testow gatunkow patogennych. Najwigkszy
potencjat przeciwdrobnoustrojowy wykazano dla biofermentu natywnego wobec gatunkow
Cutibacterium acnes (11,0+2,0 mm) i Staphylococcus aureus (11,0£2,0 mm), co przetozylo si¢
na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa formulacji typu krem. Nie wykazano znaczacej
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w przypadku formulacji kontrolnej, niezawierajacej
skfadnika funkcjonalnego w postaci biofermentu. Nalezy wskaza¢, ze gatunek Cutibacterium
acnes moze przyczynia¢ si¢ do powstawania stanow zapalnych na skorze twarzy, dlatego
biofunkcjonalno$¢ formulacji w aspekcie dzialania przeciwdrobnoustrojowego wobec tego

gatunku jest bardzo pozadana, zwlaszcza w przypadku skory problematycznej.
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Tabela. Aktywnos¢é prebiotyczna formulacji kosmetycznej typu krem do twarzy
z biofermentem z malwy

Szczep wzorcowy
T
P B 1 2 3 4 5 6 7 8
formulacji
Strefa stymulacji wzrostu drobnoustrojéw (mm)
Kb 4,0£1,0 | 5,0¢1,0 | 3,0¢1,0 | 4,0¢1,0 | 2,0£1,0 | 7,0¢1,0 | NW | NW
Kk NW NW NW NW NW NW | NW | NW

NW — nie wykazano strefy stymulacji wzrostu drobnoustrojéw

Legenda:

- Lactobacillus acidophilus ATCC4356

- Lactobacillus casei ATCC 393

- Lactobacillus plantarum ATCC 14917

- Lactobacillus brevis ATCC 8287

- Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103

- Lactobacillus reuteri ATCC 5289

- Pediococcus pentosaceus ATCC 25745

- Streptococcus thermophilus FP 4 (DSM 18616)

CO~NO O WNE

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze formulacja kosmetyczna typu krem z dodatkiem
biofermentu z malwy charakteryzuje si¢ umiarkowang aktywnoscig stymulujgca wzrost bakterii
o potencjale probiotycznym. Maksymalna strefa zwigkszonego st¢zenia biomasy wokot

studzienki byta rowna 7,0 mm, wobec Lactobacillus reuteri.
Badania aparaturowe

Badanie z udziatlem ludzi ma na celu oceng wptywu kosmetyku na bezpieczenstwo i
tolerancje skory oraz ocen¢ skutecznosci w zakresie deklarowanego sposobu uzytkowania
(rozszerzona deklaracja producenta). Deklaracja o produkcie kosmetyku, ktoéra chcemy
udowodni¢ poprzez wykonanie odpowiednich badan in vivo, powinna by¢ zgodna z
rozporzadzeniem kosmetycznym 1223/2009 oraz rozporzadzeniem 655/2013 dotyczacych
oswiadczen marketingowych kosmetyku. Dobor odpowiednich metod majacych na celu
potwierdzanie deklaracji jest obowiazkiem osoby odpowiedzialnej za produkt (producenta
kosmetyku). Dowod deklarowanego dziatania musi znajdowac si¢ w dokumentacji produktu w
postaci zalacznika do raportu bezpieczenstwa. Waznym elementem sa informacje o
sktadnikach aktywnych kosmetyku, bo to one nadaja kierunek po6zniejszym deklaracjom
marketingowym na opakowaniu. Nalezy jednak pamigtaé, Zze zgodnie z dokumentem

technicznym (zalacznik Rozporzadzenia 655/2013 dotyczacym o$wiadczen o produktach
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kosmetycznych) wilasciwosci sktadnika uzytego w recepturze nie moga by¢ przekladane na
wlasciwosci produktu finalnego i1 nie §wiadcza o kierunkowym dzialaniu produktu. Warto
podkresli¢ iz kluczowym aspektem w badaniach in vivo, z udzialem ludzi jest fakt, iz zgodnie
z Rozporzadzeniem CLP 1272/2008 (dotyczacym mieszanin chemicznych), nie mozna badaé
na ludziach ,,pdlproduktow” w postaci mieszanin np. samych surowcoéw kosmetycznych.
Dlatego badanie kosmetyku powinno odbywac si¢ w oparciu o zasady etyczne, ktorych
podstawe stanowi Deklaracja Helsinska i1 ktore sa zgodne z zaleceniami GCP (ang. Good

Clinical Practice) 1 obowigzujacymi przepisami.

Ocena miejscowej tolerancji skdrnej produktu kosmetycznego krem do twarzy.

Pierwszym etapem badan prowadzonych z udzialem ochotnikow byla identyfikacja lub
wykluczenie wiasnos$ci uczulajacych i draznigcych badanych produktow. Dobor probantow —
ochotnikow, zostat przeprowadzony przez specjalist¢ dermatologa po badaniu przedmiotowym
1 podmiotowym zgodnie z Deklaracja Helsinska z 1964 roku (z pdzniejszymi
uzupetnieniami), przepisami polskimi 1 unijnymi oraz wytycznymi COLIPA, z zastosowaniem
kryteriow wigczenia 1 wytaczenia do/z badan. Wytypowano 20 ochotnikow w wieku od 18 do
69 lat. W tym 15 os6b z wywiadem alergicznym z wykluczeniem 0so6b uczulonych na sktadniki
produktu. Poinformowano, aby w czasie badania nie przyjmowali lekbw antyhistaminowych
oraz nie stosowali innych §rodkéw farmakologicznych (zaré6wno ogdélnoustrojowych jak i
miejscowych) mogacych mie¢ wplyw na wynik badania, jak rowniez nie poddawali si¢
naswietlaniom skory. Skora w miejscu nakltadania produktow byla prawidlowa, bez
zadnych zmian chorobowych. Wszystkie osoby zakwalifikowane do badania po zapoznaniu
si¢ z metodologia testu iuzyskaniu wyjasnien, wyrazili §wiadoma zgode na udziat w badaniu.
Sposdb prowadzenia badan dla kremu do twarzy polegal na wykonaniu testow platkowych
(okluzyjnych). Badanie ocenialo stopien draznienia i wlasciwosci uczulajace produktéw a jego
przebieg polegal na nanoszeniu na krazki bibulowe produktu kosmetycznego, ktére nastepnie
umocowano plastrem hipoalergicznym na skoérze plecéw, w okolicy miedzylopatkowe;.
Pierwszego odczytu dokonywano zaraz po zdjeciu proby, a nastepnie po 72 godzinach od
nalozenia testu. Ocena byla dokonywana zgodnie z ogodlnie przyjeta skala w skornych
testach platkowych. Skora badanych osob oraz odczucia subiektywne byly oceniane przed,
w trakcie i po zakonczeniu badania przez lekarza. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli

ponizej.
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Tabela. Wyniki testow platkowych (okluzyjnych) — krem do twarzy z dodatkiem biofermentu z malwy

Wywiad
LP Inicjaty probanta Pte¢ alergiczny | Wynik podraznienie Wynik uczulenie
1 ZS M A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
2 E.K K Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
3 KM K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
4 M.M K Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
5 AK K Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
6 P.P M A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
7 N.N K Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
8 S.T K Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
9 JR K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
10 J.N K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
11 G.wW K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
12 E.L K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
13 W.P K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
14 P.R K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
15 P.1 K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
16 D.M K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
17 K.L M A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
18 S.w M A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
19 S.N M A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
20 F.K K A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)

Legenda: Krem do twarzy: z biofermentem (Kb), bez skladnika aktywnego - probka kontrolna (Kk). Ple¢:
K - kobieta, M — me¢zczyzna. Rodzaj skory: A - osoby z wywiadem alergicznym

Ocena wyniku testéw platkowych dokonana przez lekarza dermatologa: (-) — wynik ujemny; brak odczynu
(-/+) — wynik watpliwy; mozliwy odczyn rumieniowy, lecz nie wyczuwalny palcem (+) — wynik stabo dodatni;
rumien i naciek, wyczuwalny dotykiem (++) — wynik $rednio dodatni; rumien i grudki (+++) — wynik silnie
dodatni; rumien, pecherzyki lub nadzerki.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan nie stwierdzono wlasnosci
uczulajacych i draznigcych badanego produktu. Produkt z dodatkiem biofermentu spetnia
kryteria bezpieczenstwa dermatologicznego i zostat zakwalifikowany do dalszego etapu badan
tj. testow aplikacyjnych. Wynik i opinia nie dotyczy osob, u ktoérych wystgpuje alergia na
ktérykolwiek ze sktadnikow badanego kosmetyku.
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Badania aplikacyjno-uzytkowe

Drugim etapem badan bylo potwierdzenie skutecznosci deklarowanej metody pielegnacji z
udzialem kolejno stosowanych rano i wieczorem formulacji kosmetycznych zgodnie z
rozszerzong deklaracja marketingowa, tj. wspieraja tagodzenie podraznien, poprawe
nawilzenia, zmniejszenie uczucia $ciggania oraz suchosci cery i utrzymanie dobrej kondycji
naskorka podczas leczenia.

Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku ponize;j.

Rysunek. Ocena sensoryczno-jakosciowa kremu do twarzy z biofermentem z malwy

A =B C
25

20
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Liczba probantéw
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Legenda: Pytanie: Czy jest Pani/Pan zadowolona z Kkonsystencji preparatu uzytego kremu do twarzy?
Odpowiedzi: (A) Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu, (B) Konsystencja $rednio przyjemna w
uzytkowaniu, (C) Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu O$ Y: Liczba probantéw (n=20)

Gb — krem do twarzy z biofermentem z malwy 2%

Gf - krem do twarzy z biofermentem z malwy 1%

Gk - krem do twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego

Dane przedstawione na rysunku wskazuja, ze wszyscy probanci grupy Gb i Gf (n=20) ocenili
produkt Kb oraz Kf jako ,konsystencja przyjemna w uzytkowaniu”. Krem kontrolny ocenili
probanci grupy Gk (n=20) jako: , konsystencja srednio przyjemna w uzytkowaniu”. Wynik ten
potwierdza, iz obecnos¢ sktadnika aktywnego zaro6wno w postaci biofermentu, korzystnie

wplywa na walory sensoryczne dotyczace konsystencji podczas stosowania kremu

Badanie parametrow biofizycznych skory

e Nawilzenie skory
Pierwszym badanym parametrem byl poziom nawilzenia naskérka. W naturalnym

procesie ztuszczania si¢ komorek naskorka kluczowa rolg odgrywa proteolityczna degradacja
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desmosomow uwarunkowana aktywnoscig proteaz i dezaktywacja ich inhibitorow. Proces ten
jest zalezny od lipidow macierzy miedzykomorkowej. Bardzo wazny jest tez komponent
kwasOw organicznych obecnych w biofermencie, tj. kwas mlekowy, ktéry przy udziale
humektantdw takich jak mocznik, wspiera modyfikacje keratyny do wigzania wody w naskdrku
i tym samym aktywnie wspiera odbudowg¢ bariery hydrolipidowej w kopercie rogowe;j

naskorka. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p wynosi <0,05.

Rysunek. Kinetyka zmian warto§ci nawilzenia skéry probantéw zmierzona przed i po badaniu
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Legenda: Gb - grupa stosujgca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk —grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

Na podstawie uzyskanych danych, przedstawionych na rysunku mozna wywnioskowa¢, ze
wszystkie osoby, ktore braty udziat w badaniu wraz z uplywem czasu trwania testu wskazaty
na poprawe parametru nawilzenia naskorka. Doswiadczenia pokazaty lepsze wyniki parametru
nawilzenia. Zmiany parametru nawilzenia wahaty si¢ srednio w zakresie od 20-86 [j.u.]. W
tabeli ponizej zostala przedstawiona interpretacja wynikow. Im dluzszy czas stosowania
kosmetyku tym parametr ulegat wigkszej poprawie. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i

p wynosi <0,05.
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Tabela. Interpretacja wynikéw pomiaru nawilZzenia naskoérka

Stopien nawilzenia naskorka Wynik pomiaru [j.u.]
Skéra bardzo sucha <30
Skéra sucha 30-45
Skora dostatecznie nawilzona >45

Warstwa rogowa spetnia wazng funkcje nawadniajacg, co warunkuje utrzymanie migkkosci
skory i elastycznos¢. Utrata tej funkcji moze skutkowac suchoscia, pojawieniem si¢ tusek i
peknie¢, ktore czesto towarzysza chorobom skory lub dysfunkcjg bariery hydrolipidowe;.
Dzigki pomiarowi nawilzenia, ktory jest zaleznoscig miedzy pojemnoscig elektryczng a
zawarto$cig wody w naskorku mozemy zauwazy¢, ze im wigcej wody w tkance, tym mniejszy

opor elektryczny 1 przewodzenie pradu, tym wyzsza warto$¢ parametru nawilzenia.

e Transepidermalna utrata wody (ang. Transepidermal Water Loss, TEWL)
Kolejnym waznym parametrem pozwalajacym na ocen¢ stanu skoéry jest TEWL (ang.
Transepidermal Water Loss) - przeznaskorkowa utrata wody. Parametr okresla ilos¢ wody,
ktora zostata utracona przez naskorek w jednostce czasu w wyniku procesu parowania. Poziom
TEWL mierzono przy pomocy tewametru, otrzymujac informacje o dyfuzji wody niezwigzanej
przez proteoglikany w kierunku warstwy rogowej naskorka. Tewametr jest sondg pozwalajaca
na posrednig oceng stanu bariery naskorkowej na podstawie oceny gradientu preznosci pary
wodnej nad powierzchnig naskorka. Gesto$¢ parowania mierzona jest przez dwie pary
czujnikoOw (temperatury i wilgotnosci wzglednej) wewnatrz pustego cylindra. Jest to pomiar w
otwartej komorze. Mikroprocesor dokonuje analizy i przeliczenia na wartosci liczbowe.
Uzyskane wyniki zamieszczono na rysunku ponizej. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie

i p wynosi <0,05.

23



Rysunek Kinetyka zmian warto$ci TEWL probantéw zmierzona przed i po przeprowadzonym badaniu
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Legenda: Gb - grupa stosujgca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk — grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

Na podstawie wynikdéw przedstawionych na rysunku powyzej mozna zaobserwowac, ze u
wszystkich probantow nastgpita poprawa parametru TEWL. Zmiany parametru
transepidermalnej utraty wody wahaly sie srednio w zakresie 12-4 [g/hm?]. Ponadto
zaobserwowano, ze im dluzszy czas stosowania produktu tym parametr ulegat poprawie.
Parametr TEWL jest wyznacznikiem statusu i integralnoSci bariery skornej. Odpowiednie
nawodnienie skory ma kluczowe znaczenie dla funkcji ochronnej skéry. Zdolnosc skory do
utrzymywania wody jest przede wszystkim zwigzana z warstwa rogowag naskorka, ktora
stanowi o barierowosci skory. Zgodnie z praktyka kosmetologiczng, zawartos¢ wody w
naskorku > 10% zapewnia prawidlowy i zdrowy wyglad skory. Uzyskane wyniki sg istotne
statystycznie i p wynosi <0,05.

Tabela. Interpretacja wynikéw TEWL (ang. Transepidermal Water Loss)

Interpretacja wynikow Wartos¢ TEWL [g/hm?]
Skora bardzo zdrowa 0-10
Skora zdrowa 10-15
Skora normalna 15-25
Skora w ztym stanie 25-30
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Skéra w stanie krytycznym > 30

e Odczyn pH skory

Bardzo waznym czynnikiem wptywajagcym na procesy enzymatyczne uczestniczace
w procesie proliferacji komérek naskoérka jest odczyn pH. U zdrowych dzieci po urodzeniu
warto$¢ pH jest zblizona do neutralnego okoto pH = 6,5. Zmienia si¢ ono po kilku tygodniach
i tak jak u dorostych osigga pH 4,5 - 5,5 (Rahma i in., 2022). Stosowanie ,.,kwasnej” pielegnacji
wydaje si¢ szczegoOlnie istotne w przypadku cery wrazliwej, podczas ktdrej zachodzi
konieczno$¢ fotoprotekeji kremami SPF o wysokim wspotczynniku (min. 50 SPF), ktorych to
specyfikacja fizykochemiczna formuly wymaga zazwyczaj odczynu pH 6.5-8.0 by zachowac

stabilno$¢ fizykochemiczng (Smaoui 1 in., 2017).

Rysunku. Kinetyka zmian wartosci odczynu pH naskoérka u probantow
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Legenda: Gb - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk —grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

e Elastyczno$¢ skory
Elastycznos¢ skory jest to biomechaniczng cecha skory wlasciwej oraz naskdrka. Skora
wlasciwa zawiera wiokna kolagenowe i elastynowe oraz wode, co decyduje o jej elastycznosci
i plastycznosci. Jednak to biologia keratynocytow i korneocytoéw ma kluczowe znaczenie dla
elastycznosci i barierowej funkcji naskorka. Niskie pH wptywa na konformacje i aktywnos¢

biatek keratynocytow, takich jak filagryna czy lorecyryna, co wptywa na wlasciwosci fizyczne
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tych biatek, tym na ich zdolno$¢ do tworzenia usieciowanej macierzy korneocytow. Kwasy
organiczne jak mlekowy i piroglutaminowy utrzymuja niskie pH warstwy rogowej naskorka.
Ponadto te same kwasy odgrywaja kluczowa rolg w aktywacji enzyméw proteolitycznych i
dojrzewaniu korneocytéw. Ponadto niektére kwasy (np. mlekowy) moga bezposrednio
wptywaé na strukture i elastyczno$¢ biatek macierzy komoérkowej (Shamilov i in., 2021).
Odpowiedni odczyn pH oraz obecno$¢ kwaséw organicznych w naskorku sg niezbgdne dla
prawidlowego rdznicowania keratynocytow, dojrzewania korneocytOw oraz formowania
elastycznej, ale odpornej bariery naskérkowej. Zaburzenia tych parametrow mogg prowadzi¢
do utraty elastycznosci i integralnosci naskérka. Utrata wilgotno$ci naskorka prowadzi do jego
wigkszej sztywnosci i utraty elastycznosci.

Na podstawie wynikéw przedstawionych na rysunku ponizej mozna stwierdzi¢, ze parametr
elastycznosci skory u badanych probantéw oscylowat srednio w zakresie wartosci 60 — 90 [%].
Zasada w interpretacji wynikow polega na zalezno$ci — im wyzsza warto$¢ wspotczynnika
elastycznosci skory, tym skora jest bardziej elastyczna Warto$¢ parametru na poziomie 100 %

odpowiada elastycznosci skory noworodka. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p

wynosi <0,05.
Rysunek. Kinetyka zmian wspélczynnika elastycznos$ci skory
B Gb Gf mGk
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Legenda: Gb - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk — grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.
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Pomiar parametru — Szeroko$¢ zmarszczek

Jedna z metod badania apartaurowego skory jest profilometria, jest to metoda pozwalajaca na

zbadanie gladkosci skory i glebokosci zmarszezek. W ramach przeprowadzonych badan z

udziatem probantow stosujacych krem do twarzy z dodatkiem biofermnetu z malwy w stezeniu

2 % wykonano profilometri¢ bezposrednig, czyli badanie mikrotopograficzne skory, ktore

polega na przytozeniu glowicy urzadzenia, wyposazonej w kamere, do naskoérka i obrazowaniu

na monitorze. Nastgpnie komputer dokonuje analizy gladkosci na podstawie szeregu

czynnikéw. Metody te sg stosowane, np. do oceny stopnia wplywu czynnikéw zewnetrznych

na powierzchnig skory.

Uzyskane wyniki przedstawiono ponizej.

SREDNIA WARTOSC PARAMETRU

CZAS POMIARU o OTRZYMANY WYNIK
szerokos¢ zmarszczek [mm]
PRZED 0,0936
-12,61%
PO 4 TYGODNIACH 0,0818
PRZED PO 4 TYGODNIACH
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PRZED

PO 4 TYGODNIACH

PRZED

PO 4 TYGODNIACH

PO 4 TYGODNIACH
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PRZED PO 4 TYGODNIACH

Badanie wykonane zostalo przy uzyciu aparatu pomiarowego NATI V3 firmy Skin Diagnosis
by Beauty of Science. Mikrofotografie skory zostaly wykonane w rozdzielczosci 1280 x 1024.
Srednia warto$¢ szerokosci zmarszczek uzyskana jest z pomiaréw przeprowadzonych u
wszystkich ochotnikow. Ostateczny wynik obejmuje procent zmiany wartosci szerokosci
zmarszczek w stosunku do wartosci wyjsciowej. Przedstawiono mikrofotografie skory

wybranych ochotnikéw. Spadek wartosci szerokosci zmarszezek jest wynikiem pozytywnym.

SKALA

slebokie zmarszezk ~ plytkie zmarszczki

Przeprowadzone badanie aparaturowe dla produktu ,Krem do twarzy z dodatkiem 2%
biofermentu z malwy” wykazuje popraw¢ parametréw skory ocenianych przy pomocy

specjalistycznych urzadzen pomiarowych w zakresie: analizy zmarszczek: spadek wartosci o
12,61%.

Reasumujac, przeprowadzone testy in vitro i in vivo wskazuja na wysoki, potwierdzony
badaniami eksperymentalnymi potencjal biofunkcjonalny formulacji typu krem do

twarzy z biofermentem z malwy.
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Ocena in vitro i in vivo wlasciwosci biofunkcjonalnych formulacji
kosmetycznej typu krem do twarzy
z 2% dodatkiem biofermentu z bambusa

BIOTECH Daria Szymanowska
NIP: 7811807361
Tel. 503091895



1. Przygotowanie formulacji kosmetycznej typu krem do twarzy

Przygotowano formulacje typu krem do twarzy zgodnie z nastepujacym sktadem INCI: Aqua,
Urea, Panthenol, Coco caprylate/ Caprate, Caprylic/Capric Triglyceride, Bambusa vulgaris
Ferment Filtrate, Cetearyl Glucoside, Sorbitan olivate, Cetearyl Alcohol, Butyrylospermum
Parkii Butter, Borago Officinalis Seed Oil, Tocopherol Acetate Sodium Levulinete, Potassium
Sorbate.

2. Oznaczenie aktywnoSci przeciwdrobnoustrojowej i prebiotycznej metoda

studzienkowo-dyfuzyjna

W celu oznaczenia aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej i1 prebiotycznej opracowanych
formulacji kosmetycznych wykorzystano metode studzienkowo-dyfuzyjng. W pierwszym
etapie 100 pL namnozonej hodowli bakterii lub grzybéw przeniesiono na podloze agarowe
Muller-Hinton. Nastepnie w podtozu wydrgzono studzienki, do ktorych naniesiono po 50 uL
badanej proby (formulacji kosmetycznej). Ptytki inkubowano przez 48 h w temperaturze 37°C
w odpowiednich dla danej grupy warunkach gazowych. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

oceniono na podstawie strefy przejasnienia lub zageszczenia biomasy wokot studzienek.
3. Ocena stabilnosci produktu kosmetycznego

Proby formulacji kosmetycznych o masie 25 g umieszczono w neutralnych chemicznie,
szklanych przezroczystych probowkach i przechowywano 12 tygodni bez dostepu $wiatla. Z
kazdego wariantu formulacji wykonano 3 proby i umieszczono w 4°C, 22°C i 37°C. Parametry
poszczegbdlnych prob poddawano ocenie po 2, 4, 6 1 12 tygodniach od rozpoczecia testu.
Kazdorazowo, préby przechowywane w temperaturze 4°C i 37°C, dzien przed wykonaniem
oceny umieszczano w temperaturze pokojowej w celu ujednolicenia warunkéw badania.
Metoda organoleptyczng analizowano barwe, zapach, konsystencje, ewentualng obecno$¢

osadu oraz pianotworczo$¢ formulacji.
4. Ocena czystosci mikrobiologicznej produktu kosmetycznego

Oceng czystosci mikrobiologicznej nowoopracowanych produktow wykonano z
wykorzystaniem klasycznych podlozy mikrobiologicznych i zgodnie z metodologia
wykonywania analizy metoda zalewowa Kocha. Analize wykonywano bezposrednio po

przygotowaniu prob oraz po 2, 6 i 12 tygodniach od przygotowania.



5. Test kompatybilnosci masy kosmetycznej z opakowaniem

Probki kosmetykéw o masie 20 g umieszczono w opakowaniach docelowych i
przechowywano 12 tygodni bez dostepu §wiatta. Z kazdego wariantu formulacji wykonano po
4 proby i umieszczono w -10°C, 4°C, 37°C i w temperaturze pokojowej. Parametry
poszczegblnych préb poddawano ocenie po 4, 8 i 12 tygodniach od rozpoczgcia testu.
Kazdorazowo, proby przechowywane w temperaturze -10°C, 4°C, 37°C, dzien przed
wykonaniem oceny umieszczano w temperaturze pokojowej w celu ujednolicenia warunkéw
badania. Metoda organoleptyczng analizowano barwe, zapach, konsystencje oraz tatwos¢
aplikacji kosmetykow. W celu oceny barwy, z uwagi na nieprzezroczystos¢ opakowan,
przenoszono po 5 g prob do szklanych, przezroczystych probdéwek. Oceng konsystencji
dokonywano organoleptycznie. Uzyskane wyniki porownywano z wynikami prowadzonego

roOwnoczesnie testu stabilnosci produktéw kosmetycznych.
6. Test konserwacji

W pierwszej kolejnosci przygotowano kultury szczepoéw wskaznikowych. Po rozmrozeniu
stokow glicerolowych, zawiesing przelano do 10 ml podtoza bulion odzywczy wzbogaconego
glukozg. Nastepnie prowadzono 24 — godzinng hodowlg w temperaturze 30°C (drozdze) lub
37°C (bakterie). Po czasie hodowli przygotowano zawiesing drobnoustrojow w 0.9% NaCl tak
aby ich liczebno$é byta zblizona do 10° jtk/ml. Nastepnie, przygotowane probki formulacji
kosmetycznych o masie 15 g, znajdujace si¢ w sterylnych probowkach typu Falcon, zakazano
przez jednorazowe wprowadzenie 150 pl inokulum pojedynczego szczepu mikroorganizmu. Po
wprowadzeniu  inokulum proby dokladnie wymieszano 1 wykonywano analize
mikrobiologiczng bezposrednio po zakazeniu oraz po 7, 14 1 28 dniach od zakazenia, w celu
ustalenia liczebno$ci mikroorganizméw w probach. W migdzyczasie proby przechowywano w

temperaturze pokojowej bez dostepu Swiatla.
7. Ocena organoleptyczna

Formulacje Kkosmetyczne przeanalizowano pod katem wlasciwosci organoleptycznych.

Parametry, kryteria oraz metody analizy przedstawia tabela ponize;.

Tabela Ocena organoleptyczna formulacji kosmetycznych

Analizowan . .
1zowany Metoda analizy Kryteria
parametr
Kolor ptynu | Ocena wizualna | Nie dotyczy



Przezroczysto$¢

plynu Ocena wizualna Transparentny/Metny
Charakterystyczny/kwiatowy/aldehyd
owy/
Zapach Powachanie stodki/cytrusowy/ziotowy/$wiezy/kor
zenny/
owocowy/zywiczny/
gnilny/kwasny/mdlacy/inny — jaki?
Zaaplikowanie na Jedwabista/klejgca/kremowa/ziarnista
Konsystencja powierzchnig skory, /ggsta/
obserwacja zbita/delikatna
L, Zaaplikowanie na Bardzo wysoka/umiarkowanie
Latwosé

rozprowadzania

powierzchnig skory,
obserwacja

wysoka/niska/
bardzo niska

Sliskos¢

Zaaplikowanie na
powierzchnig skory,
obserwacja

Bardzo wysoka/umiarkowanie
wysoka/niska/
bardzo niska

Wrazenie $ciggniecia

Zaaplikowanie na

lub przesuszenia Obecne/brak

skory powierzchnig skory

8. Testy dermatologiczne

Testy prowadzono pod nadzorem lekarza dermatologa. Ocena wiasciwos$ci alergizujacych i
podrazniajacych preparatu, przeprowadzono na grupie ochotnikéw. Probanci zostali dobrani
zgodnie z Deklaracjg Helsinskg i wytycznymi COLIPA (ang. The Cosmetic Toiletry and
Perfumery Association). Badanie przeprowadzono przy pomocy plastrow komorowych z
bibutkami filtracyjnymi, na ktére nanoszono badany produkt, a nastepnic calo$¢
zostata przyklejona na skore ramienia lub okolice migdzylopatkowa. Proby byly zdejmowane
po 48 h, a odczytu dokonano po 15-20 minutach i 72 h od zdjecia plastra wg ogolnie przyjete]
skali w badaniach dermatologicznych i oceniano przez lekarza dermatologa. Odczyn dodatni
potwierdzat alergizujace wlasciwosci preparatu, a ujemny — brak wlasciwosci alergizujacych.
Metodyka wykonanych badan byt zgodna z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i
Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dotyczacego produktéw kosmetycznych;
Cosmetics Europe — The Personal Care Association Guidelines Product Test Guidelines for the
Assessment of Human Skin Compatibility 1997; Cosmetics Europe - The Personal Care

Association Guidelines for the Evaluation of the Efficacy of Cosmetic Products 2008.
9. Testy aplikacyjno-uzytkowe

Badania potwierdzajace lub wykluczajace deklarowane wlasciwosci 1 dziatania

kosmetyku prowadzono w warunkach domowych przy udziale probantéw — ochotnikow. Do



badan aplikacyjno-uzytkowych zostata wytypowana grupa 20 0s6b. Dob6r probantow odbywat
si¢ wg wstepnej oceny stanu skory oraz zdrowia.

Sposéb prowadzenia badan w warunkach domowych (panel domowy).

Zakwalifikowani do badan przez prowadzacego probanci otrzymali po jednym opakowaniu
kremu do twarzy. Probantéw podzielono na trzy grupy po 20 0s6b (n=20), ktore otrzymaty:
Grupa (Gb) - krem z biofermentem z Bambusa 2 %

Grupa (Gf) - krem z biofermentem z Bambusa 1 %

Grupa (GK) - krem bez sktadnika biofunkcjonalnego

Ochotnicy zostali zobowigzani do stosowania otrzymanych produktow wedlug dedykowanej
instrukcji:

Niewielkg ilo§¢ kremu do twarzy (jedna doza pompki) nanie$¢ na dlonie, rozmasowac,
ocierajac dlonie o siebie i calg powierzchnig dfoni wmasowac produkt w skorg twarzy.
Produkty stosowac rano 1 wieczorem.

Ponadto ochotnicy zostali zobowigzani do:

- regularnego stosowania otrzymanego produktu zgodnie z zastosowaniem deklarowanym
przez producenta

- nie powinni stosowaé w czasie trwania badan preparatow o identycznym badz analogicznym
przeznaczeniu

- powinni obserwowaé reakcje skory w miejscach aplikacji produktow 1 szczegdlowo
odnotowywac¢ uwagi dotyczace wlasnosci uzytkowych testowanego kosmetyku

- w przypadku wystgpienia w miejscu stosowania kosmetykow jakichkolwiek negatywnych
objawow, natychmiast przerwac stosowanie kosmetyku oraz bezzwlocznie zgtosi¢ si¢ do osoby
prowadzacej badanie.

Osobom uczestniczagcym w badaniu nie stawiano zadnych specjalnych wymagan, w celu oceny
dziatania kosmetykow w realnych warunkach, w ktorych beda one w praktyce stosowane. Na
wyniki badan mogly mie¢ wptyw jedynie takie czynniki jak: intensywnos$¢ leczenia tradziku,
stan zdrowia, rodzaj i kondycja skory, uwarunkowania genetyczne, cechy osobnicze,
indywidualne upodobania, tryb zycia, warunki srodowiska naturalnego itp. Indywidualne oceny
wiasnosci uzytkowych badanych produktow uzyskane od probantdéw opracowano w
sprawozdaniu z badan ankietowych (badania aplikacyjno-uzytkowe). Czas trwania badan
wynosit 4 tygodnie.

Opracowano pytania zwigzane z oceng produktéw (badania aplikacyjne).

1. Czy uwaza Pani/Pan, ze zastosowane produkty wplynety korzystnie na poprawe kondycji

skéry? Odpowiedzi:



- Korzystny wptyw
- Nie zauwazono zmian

- Pogorszenie stanu cery

2. Czy jest Pani/Pan zadowolona z konsystencji preparatu typu krem uzytego w badaniach?
Odpowiedzi:

- Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu

- Konsystencja $rednio przyjemna w uzytkowaniu

- Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu

3. Czy po zakonczeniu badan z wykorzystaniem produktu krem do twarzy zauwazyt/a Pani/Pan
zmniejszenie podraznien, uczucia suchosci oraz poprawe nawilzenia cery: Odpowiedzi:

- Tak, nastapila wyrazna poprawa

- Nie, nie odczuwam istotnej poprawy

- Nastapito pogorszenie objawow.

W trakcie prowadzenia badan dokonano oceny wptywu kosmetyku na stan skory 1 ogdlne
odczucia ochotnikow w oparciu o dlugoterminowa, wielokrotng aplikacje badanego produktu
na skore, zgodnie z jego przeznaczeniem i sposobem uzycia. Badania miaty na celu
potwierdzenie lub wykluczenie deklarowanego dziatania produktu. Deklarowane dziatanie
produktu uznano za potwierdzone, gdy liczba pozytywnych odpowiedzi stanowita co najmniej

50% ogdlnej liczby odpowiedzi uzyskanych od probantow w badaniu.

10. Badania aparaturowe

Badania aparaturowe przy udziale probantow pod nadzorem technologa przy udziale
probantOw — ochotnikow. Dobdr probantow zostal opisany w pkt. Badania aplikacyjno-

uzytkowe.
e Badanie stopnia nawilzenia skory - TEWL

Oceng dhugos$ci utrzymywania si¢ prawidlowego stopnia nawilzenia skory — badanie TEWL
(ang. Transepidermal Water Loss) prowadzono za pomocg urzadzenia Tewametr® TM 210.
Pomiar jest dokonywany przez dwie pary czujnikOw wewnatrz sondy (temperatura i wzglgdna
wilgotno$¢) analiza przez mikroprocesor. Pomiary wykonywano w pomieszczeniu
zacienionym, w temperaturze (+/-20°C), wilgotno$ci wzglednej (40 - 60%). Miejsca badania
skora (czola, policzka, brody). Pomiaru utrzymania si¢ prawidlowego stopnia nawilzenia skory
dokonywano czterokrotnie:

1. Przed rozpoczeciem stosowania produktow kosmetycznych

2. Jeden tydzief po rozpocze¢ciu stosowania produktow kosmetycznych

3. Po dwoch tygodniach stosowania produktow kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktow kosmetycznych



e Badanie poziomu wilgotnosci skéry - Corneometr

W badaniach oceniajacych poziom wilgotnosci skory wykorzystano aparat Corneometr® CM
820. Pomiary wykonywano w pomieszczeniu zacienionym, w temperaturze (+/- 20°C),
wzglednej wilgotnosci statej wynoszacej 40 — 60%. Pomiaru poziomu wilgotnosci skory
dokonywano czterokrotnie:

1. Przed rozpoczgciem stosowania produktow kosmetycznych

2. Jeden tydzien po rozpoczeciu stosowania produktow kosmetycznych

3. Po dwdch tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych

Miejsce badania skora czofa, policzka, brody.
e Poziom elastycznosci skory

Poziom elastycznos$ci skory mierzono za pomoca urzadzenia Reviscometr® RVM 600.
Pomiary (1-sekundowe) pod katem 0/180°, 45/225°, 90/270°, 135/315°dokonywano w
temperaturze (+/- 20°C) i wilgotnosci wzglednej (40 -60%) czterokrotnie:

1. Przed rozpoczeciem stosowania produktéw kosmetycznych

2. Jeden tydzien po rozpoczeciu stosowania produktéw kosmetycznych

3. Po dwoch tygodniach stosowania produktow kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktow kosmetycznych

Miejsce pomiaru skora policzka.
e Odczyn pH skory

Odczyn pH skory mierzono z wykorzystaniem urzadzenia Skin-pH-Meter® PH905; jest to
szybkie, proste 1 ekonomiczne narzedzie do pomiaru pH na powierzchni skory 1 skory glowy.

Sposdéb wykonania pomiaru przedstawiono na rysunku ponize;.



Rysunek. Pomiar pH skéry probanta

e Strukturaskory 3D
Badanie wykonano zgodnie z procedurg badawcza SKINLAB P.S.A. (PO-08 Realizacja badan)
pod nadzorem lekarza specjalisty. Badanie prowadzono w warunkach domowych.
Zakwalifikowani do badania uczestnicy otrzymali do testowania badany produkt oraz zostali
poinformowani o warunkach prowadzenia badania, o obszarze oraz czestotliwo$ci stosowania
produktu. Pomiary parametrow skéry prowadzono w Laboratorium SKINLAB P.S.A. w
Krakowie zgodnie z ustalonym wcze$niej planem. Pomiary prowadzone sg z uzyciem aparatow
pomiarowych DermaLab Combo firmy CORTEX, Technology/ASW 300 firmy, ARAM
HUMAN Vision System / NATI V3 firmy SKIN DIAGNOSIS BY BEAUTY OF SCIENCE,

w zalezno$ci od wybranych parametrow.

Wyniki badan

I OCENA WEASCIWOSCI TECHNOLOGICZNYCH FORMULACJI TYPU
KREM DO TWARZY Z DODATKEIM BIOFERMENTU

Charakterystyka fizyko-chemiczna formulacji kosmetycznej

Charakterystyka opracowanej formulacji kosmetycznej to etap obligatoryjny, ktory pozwala na
wstepng ocen¢ jakosci opracowanych produktéw. Stanowi réwniez element potwierdzajacy
stabilno$¢ fizykochemiczng formuty pozwalajacy na okreslenie minimalnej daty przydatnosci

do uzycia. Charakterystyke wiasciwosci fizyko-chemicznych zaprezentowano w tabeli ponize;.
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Tabela. Wlasciwosci fizyczne i chemiczne oraz stabilno$¢ kremu do twarzy z dodatkiem biofermentu

Wariant formulacji Krem biofermentem
z bambusa
Posta¢ / wyglad Jednorodna emulsja / krem
Barwa Kremowa biato - bezowa
Charakterystyczny
Zapach (stabo wyczuwalny)
5,25
Wartos$¢ pH Przyjety zakres 4,5-5,5
2826,0
Lepko$é 47,1%; SP:L4; RPM:100;
mPa*s T:22,9°C
Gestosé 0,969
g/cm?®

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego 1 Rady WE 1223/2009 dotyczacego
produktéw kosmetycznych, konieczna jest weryfikacja formulacji kosmetycznych w aspekcie
obecnosci zanieczyszczen 1 substancji niedozwolonych. W zatgczniku II do Rozporzadzenia
(WE) nr 1223/2009 mozna znalez¢ ponad 1600 substancji zakazanych do stosowania w
produktach kosmetycznych. W tym wykazie znajdujg si¢ np. metale ci¢zkic takie jak olow,
kadm, arsen, nikiel czy rte¢. Pomimo oficjalnego zakazu ich stosowania wyzej wymienione
substancje niedozwolone moga by¢ obecne w produktach kosmetycznych w niezamierzonych
ilosciach sladowych. Zgodnie z Art. 17 Rozp. nr 1223/2009 dopuszczalna jest niezamierzona
obecno$¢ malej ilosci substancji niedozwolonej, pochodzacej z zanieczyszczen skladnikow
naturalnych lub syntetycznych, procesu wytwarzania, przechowywania, migracji z
opakowania, ktora przy zastosowaniu zasad Dobrej Praktyki Produkcyjnej jest ze wzgledow
technologicznych nie do uniknigcia, pod warunkiem, ze produkty kosmetyczne je zawierajace
sa nadal bezpieczne dla zdrowia ludzi w normalnych lub dajacych si¢ przewidzie¢ warunkach
stosowania. Nie trzeba wyszczeg6olnia¢ ich w sktadzie wyrobu podanym na etykiecie (Art.
19 Rozp. 1223/2009). W  przypadku obecnosci ilosci  $ladowych  substancji

niedozwolonych nalezy jednak przedstawi¢ dowody na to, ze ich uniknigcie jest niemozliwe ze
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wzgledow technicznych. Standardowo weryfikacja metali cigzkich odbywa si¢ na podstawie
deklaracji 1 o$wiadczen ich zawartosci w dokumentacji poszczegolnych surowcoOw
kosmetycznych lub na podstawie analizy finalnego kosmetyku. Jest to wazny i obligatoryjny
aspekt warunkujacy bezpieczenstwo produktu.

Wyniki analizy st¢zenia metali cigzkich przedstawia tabela ponize;.

Tabela. Zanieczyszczenia, sladowe ilosci substancji niedozwolonych w formulacji krem do twarzy

z biofermentem z bambusa.

Oznaczany Norma Badania
wskaznik badawcza Jednostka formulacja
Kb Kk

PN-EN ISO 17294- mag/kg 0,017 0,076
Nikiel 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mg/kg <0,010 <0,010
Rtee 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mag/kg <0,050 <0,050
Otow 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mg/kg <0,010 <0,010
Kadm 2:2016-11

PN-EN ISO 17294- mg/kg <0,050 <0,050
Arsen 2:2016-11

Legenda: Kb — krem z dodatkiem biofermentu z bambusa
Kk -krem bez dodatku biofermentu
Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze opracowane formulacja kosmetyczna spelnia wymagania
Rozporzadzenia WE 1223/2099, a oznaczone st¢zenia metali cigzkich sg bezpieczne dla

zdrowia potencjalnych uzytkownikow.

Test konserwacji
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30

listopada 2009 r. dotyczace produktéw kosmetycznych sprzedawanych na terenie Unii
Europejskiej naktada na producentow obowiazek posiadania wynikoéw testu konserwacji (tzw.
Challenge Test). Jest jednym z kluczowych testow wykorzystywanych w ocenie jakosci
produktow kosmetycznych. Jego zadaniem jest sprawdzenie i potwierdzenie tzw. stabilnosci
mikrobiologicznej kosmetyku, wykazujacej czy produkt jest dostatecznie chroniony przed
rozwojem drobnoustrojow, dzigki zastosowaniu $rodkéw konserwujacych. Dodatkowo,

wykonujac test konserwacji mozna wyznaczy¢ najnizsze st¢zenie substancji konserwujacej,
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ktora zapewni ochron¢ formulacji kosmetycznej i jej stabilno$¢ mikrobiologiczng oraz
okreslenie czasu przydatnosci kosmetyku do uzycia. W celu oceny dzialania substancji
konserwujacej proby formulacji kosmetycznych sztucznie zakazano pojedynczymi szczepami
drobnoustrojow wskaznikowych z gatunku Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli i Candida albicans. Analiz¢ mikrobiologiczng wykonano bezposrednio po
zakazeniu (TO) oraz po 7 (T1), 14 (T2) i 28 (T3) dniach od zakazenia w celu ustalenia

liczebno$ci mikroorganizméw w probach. Wyniki przedstawiono w tabeli ponize;j

Tabela. Test konserwacji dla formulacji typu krem do twarzy

Wynik
Badany parametr Kryterium w czasie TO, T1,T2,T3
akceptacji

Kb Kk

Pseudomonas aeruginosa Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Staphylococcus aureus Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Escherichia coli Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Candida albicans Nieobecne Nieobecne | Nieobecne w
wlg wlg 1lg

Przeprowadzony test konserwacji wykazat, ze zastosowana substancja konserwujgca zapewnia
bezpieczenstwo mikrobiologiczne 1 zabezpiecza formulacje kosmetyczng przed wzrostem
drobnoustrojow niepozadanych. Warto wskaza¢, ze zastosowanie skladnika w postaci
biofermentu, w ktorego sktad wchodzi szereg zwigzkow chemicznych o wiasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych (kwasy organiczne, biatka enzymatyczne, bakteriocyny)
dodatkowo zabezpiecza produkt przed ewentualnym rozwojem drobnoustrojow. Z drugiej
strony istnieje pewne niebezpieczenstwo zwigzane ze stosowaniem sktadnikow pochodzenia
mikrobiologicznego, z uwagi na mozliwo$¢ niekontrolowanego wzrostu komorek. Dlatego

kluczowa jest weryfikacja skutecznosci dezaktywacji biomasy drobnoustrojéw w surowcu.

Jako$¢ mikrobiologiczna
Waznym parametrem warunkujacym bezpieczenstwo formulacji kosmetyczne;j jest jego
czysto$¢ mikrobiologiczna, zaréwno zaraz po produkcji jak i w czasie przechowywania.

Parametr ten jest szczeg6lnie wazny w przypadku formulacji, ktére w skladzie zawieraja
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sktadnik pochodzenia mikrobiologicznego. Zgodnie z normg PN-EN ISO 17516: 2014-11
produkty kosmetyczne dzielimy na dwie kategorie: Kategoria I: kosmetyki przeznaczone dla
dzieci ponizej trzeciego roku zycia i stosowane w okolicach oczu, co w przypadku kosmetykow
dedykowanych do pielegnacji skory podczas leczenia dermatologicznego jest rowniez
kryterium pozadanym. Kategoria II: pozostale kosmetyki. Dla kategorii I maksymalny limit
akceptacji o0golnej liczby drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0x10%jtk/g,
drobnoustroje specyficzne (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Canadida
albicans, Escherichia coli) nieobecne w 1 g. Dla kategorii Il maksymalny limit akceptacji
ogdlnej liczby drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0x102 jtk/g, drobnoustroje
specyficzne (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia
coli) nieobecne w 1 g. To badanie czystosci mikrobiologicznej decyduje o tym, czy dany
produkt zostanie dopuszczony do obrotu. Wymog badania czystosci mikrobiologicznej
produktow kosmetycznych oraz surowcoéw przeznaczonych do ich produkcji wynika z
Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) nr 1223/2009 1 obowiazuje na terenie
catej Unii Europejskie;.

Badania czysto$ci mikrobiologicznej gotowej formulacji przeprowadzono w trzech
wariantach temperaturowych 4°C, 20°C i 37°C, w czterech punktach czasowych TO
(bezposrednio po produkcji), T2 (2 tygodnie po produkcji), T4 (4 tygodnie po produkcji) 1 T8

(8 tygodni po produkcji). Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tabeli ponizej.

Tabela. Wyniki badan mikrobiologicznych formulacji kosmetycznych typu krem do twarzy.

Wynik w czasie TO, T2,T4,T8
Badany parametr Metoda Kryterium | Jednostka w temperaturze 4°C, 20°C i
akceptacji miary 37°C
Kb Kk
Ogélna liczba PN-EN ISO <10° jtk/g <102 <102
drobnoustrojow tlenowych | 21149:2017-
mezofilnych 07
Ogélna liczba PN-EN I1SO <103 jtk/g <102 <102
drobnoustrojow tlenowych | 21149:2017-
psychrofilnych 07
Ogolna liczba drozdzy i PN-EN I1SO <103 jtk/g <102 <102
plesni mezofilnych 16212:2017-
08
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Ogolna liczba drozdzy i PN-EN ISO <103 jtkig <102 <102
plesni psychrofilnych 16212:2017-
08
Pseudomonas aeruginosa PN-EN ISO | nieobecne - nieobecne w 1g | nieobecne w 1g
22717:2016- w1lg
01
Candida albicans PN-EN ISO | nieobecne - nieobecne w 1g | nieobecne w 1g
18416:2016- w1lg
01
Staphylococcus aureus PN-EN ISO | nieobecne - nieobecne w 1g | nieobecne w 1g
22718:2016- w1lg
01

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan mozna stwierdzi¢, ze opracowana formulacja
kosmetyczna charakteryzuje si¢ bardzo dobrg stabilno$cig mikrobiologiczng w czasie
przechowywania w réznych, skrajnych warunkach temperaturowych. Wyniki przedstawiaja, ze
wszystkie badane probki uzyskaly kategori¢ 1 czystosci mikrobiologicznej kosmetyku. Nie
zaobserwowano wzrostu drobnoustrojow, ani potencjalnie patogennych, jak i mezofilnych i

psychrofilnych.

Ocena stabilnosci produktu kosmetycznego

Jednymi z najwazniejszych analiz produktow kosmetycznych sg testy stabilnosci (testy
starzeniowe) i kompatybilno$ci z opakowaniem. Testy stabilno$ci majg na celu okreslenie czasu
przydatnosci produktu kosmetycznego, podczas przechowywania w odpowiednich warunkach
temperaturowych w przeznaczonych do tego opakowaniach w trakcie uzytkowania zgodnie z
jego przeznaczeniem (Ozga, 2012). Niemozliwe jest jednak, aby produkt nie byt zmienny w
czasie, w roznych temperaturach, jest to zalezne od zmian srodowiskowych oraz od dlugosci
przeznaczenia do uzytku produktu. Podczas badan stabilno$ci mozna zastosowac rozne zakresy
temperatur oraz czasy testowania.

Proby formulacji kosmetycznych poddano ocenie stabilno$ci w czasie 1 w réznych
warunkach temperaturowych. Badania prowadzono przez 12 tygodni w temperaturze 4°C, 20°C
i 37°C, analizujac parametry formulacji po 2, 4, 8 i 12 tygodniach

od rozpoczecia testu. Wyniki oceny przedstawia tabela ponize;.
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Tabela. Ocena stabilno$ci formulacji typu krem do twarzy z biofermentem z bambusa
f(\)lyr?wruilaar::;i przi[:nh%m;r?ia cs:srg)l\(/\fy Barwa Zapach Konsystencja
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
4°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
< T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
20°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
37°C T4 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
T8 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
T12 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
4°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
Kk : : :
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
20°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
37°C - - -
T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bezzmian | Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
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T12 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci

W czasie 12 tygodni przechowywania nie wykazano znaczacych zmian barwy wszystkich
testowanych formulacji. Jedyne zaobserwowane zmiany dotyczyty intensywnos$ci zapachu i
zmiany konsystencji badanych formulacji. Jednak obserwacje te dotycza jedynie prob
przechowywanych w podwyzszonej temperaturze (37°C), co zapewne ma zwigzek ze zmianami

reologicznymi emulsji.
Testy starzeniowe kompatybilnosci matrycy kosmetycznej z opakowaniem

Rownolegle przeprowadzono testy starzeniowe i poddano ocenie zaréwno opakowanie jak i
mase. Probki kosmetyku typu krem do twarzy w opakowaniach airless przechowywano w
temperaturze pokojowej 22°C oraz w zmiennych warunkach temperatury od 4°C do 40°C

(warunki stresowe). Czas badania wynosit 8 tygodni.

Tabela. Testy starzeniowe kompatybilnosci kremu do twarzy z biofermentem z bambusa z
opakowaniem typu airless 30 ml

Warunki przechowywania Temperatura pokojowa Temperatura
22°C 4°C - 40°C
Szczelnosé Bez zmian Bez zmian
Wyglad

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacija Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postac Bez zmian Bez zmian

Wyglad masy
Zapach Bez zmian Bez zmian
Barwa Bez zmian Bez zmian

II OCENA FUNKCJONALNOSCI FORMULACJI KOSMETYCZNYCH
Potencjal antyoksydacyjny

Wiasciwosci antyoksydacyjne surowcoéw kosmetycznych oraz gotowych formulacji
kosmetycznych to jeden z kluczowych, funkcjonalnych filarow dzisiejszej kosmetologii.
Zwiazki o potencjale antyoksydacyjnym to chemiczne substancje naturalnego pochodzenia,
ktore neutralizuja niszczacy wptyw oksydantow, a takze hamuja ich powstawanie. Jest to
niezwykle wazne dziatanie, poniewaz wolne rodniki potrafig przyczyni¢ si¢ do szeregu

niepozagdanych zmian w organizmie, w tym skoérze. Antyoksydacyjne dzialanie
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przeciwutleniaczy polega na hamowaniu dziatania wolnych rodnikéw, czyli niedopuszczaniu
do powstawania reakcji utleniania w organizmie. Dzigki tym zwigzkom chemicznym mozliwe
jest zapobieganie m.in. przedwczesnemu starzeniu si¢ skory oraz prewencja oksydacyjnego
uszkodzenia lipidow naskdrka. Potencjat antyoksydacyjny formulacji kosmetycznej przyczynia
si¢ w efekcie do redukcji przebarwien, regenerowania skory, przywrocenia naturalnej bariery
hydrolipidowej, a takze jej ochrony przeciw fotostarzeniu.

Z uwagi na sklad, jak i przewidywane wlasciwos$ci antyoksydacyjne opracowanej formulacji
kosmetycznej, wykonano analizg tego potencjatlu, a wyniki przedstawiono w tabeli ponize;j.

Tabela. Aktywnos¢ antyoksydacyjna i przeciwrodnikowa formulacji kosmetycznych zawierajacych

bioferment z bambusa

Aktywnos¢
Typ formulacji DPPH ABTS chelatujgca 1500
mmol Tx/g s.m mmol Tx/g s.m ppm (%)
Kb 3,8-4,0 4,7-5,0 12,0-13,0
Kk 2,1-25 2,8-3,2 8,5-9,0

Przeprowadzone analizy wskazujg, ze krem do twarzy z biofermentem z bambusa
charakteryzuje si¢ wysokim potencjalem antyoksydacyjnym w poréwnaniu do formulacji nie

zawierajacych sktadnika bioaktywnego.
Potencjal przeciwdrobnoustrojowy i prebiotyczny

Wazng cechg, $wiadczaca o funkcjonalnosci formulacji kosmetycznej jest rowniez aktywnos¢
przeciwko patogenom, zwlaszcza tym ktore moga zasiedla¢ zewngtrzng powierzchnie skory.
Faktem jest, ze barierowe funkcje skory sg wspierane poprzez jej naturalng mikrobiote, jednak
szereg czynnikdw zewnetrznych 1 sSrodowiskowych moze zaburza¢ zarowno funkcjonowanie
skory jak 1 przyczyni¢ si¢ do ograniczenia bioréznorodnosci jakosciowo-ilosciowej sktadu
mikrobioty skoéry. Dlatego tez szczegdlnie wazne jest, aby innowacyjne formulacje
kosmetyczne z jednej strony stymulowaly zasiedlanie 1 wzrost drobnoustrojow
prozdrowotnych, w tym probiotycznych, z drugiej natomiast wykazywaly charakter
przeciwdrobnoustrojowy przeciwko potencjalnym patogenom skory.

Analizujac  wlasciwosci prozdrowotne formulacji kosmetycznej z dodatkiem
biofermentu z bambusa badano wptyw na szczepy bakterii patogennych, jak i szczepy
drobnoustrojow potencjalnie probiotycznych. W badaniach wykorzystano metode
studzienkowo-dyfuzyjng i formulacje niezawierajagce substancji konserwujacej. Dodatek

konserwantu jest wymagany w wiekszosci formulacji, jednak w tym badaniu jego obecno$¢

16



spowodowalaby zahamowanie wzrostu drobnoustrojow wobec ktérych analizowano

aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Uzyskane wyniki przedstawiono tabeli ponize;j.

Tabela. Aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa formulacji kosmetycznej typu krem do twarzy z

biofermentem z bambusa

Szczep wzorcowy
T
s B 1 2 3 4 5 6 7 8
formulacji
Strefa zahamowania wzrostu drobnoustrojéw (mm)
Kb 8,0£2,0 | 9,0£2,0 | 11,0£2,0 | 14,0+3,0 | 13,0£2,0 | 15,0+3,0 | 13,0+2,0 | 6,0+2,0
Kk 1,0+0,0 NW NW NW NW NW NW NW

NW — nie wykazano strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw

Legenda:

- Clostridium difficile ATCC 9689

- Enterococcus faecalis ATTC 29212

- Escherichia coli ATCC 25922

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Cutibacterium acnes ATCC 11827TM
- Staphylococcus aureus ATCC 25923

- Streptococcus pyrogenes ATCC 19615
- Candida albicans ATTC 10231

CO~NOOOUOILPA WN -

Z uzyskanych wynikow badan mozna wywnioskowa¢, ze dodatek surowca kosmetycznego w
postaci biofermentu z bambusa otrzymanego na drodze biotechnologicznej wykazuje
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec wytypowanych do testow gatunkow patogennych.
Najwigkszy potencjat przeciwdrobnoustrojowy wykazano dla biofermentu natywnego wobec
gatunkéw Pseudomonas aeruginosa (14,0+2,0 mm) i Staphylococcus aureus (15,0+3,0 mm),
co przetozylo si¢ na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg formulacji typu krem. Nie wykazano
znaczgcej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w przypadku formulacji kontrolnej,

niezawierajacej sktadnika funkcjonalnego w postaci biofermentu.

Tabela. Aktywno$¢ prebiotyczna formulacji kosmetycznej typu krem do twarzy

z biofermentem z bambusa

Szczep wzorcowy
T
P B 1 2 3 4 5 6 7 8
formulacji
Strefa stymulacji wzrostu drobnoustrojéw (mm)
Kb 4,0£1,0 | 5,0¢1,0 | 3,0£1,0 | 4,0¢1,0 | 2,0+1,0 | 5,0¢1,0 | NW | NW
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Kk NW NW NW NW NW NW NW | NW

NW — nie wykazano strefy stymulacji wzrostu drobnoustrojéw

Legenda:

- Lactobacillus acidophilus ATCC4356

- Lactobacillus casei ATCC 393

- Lactobacillus plantarum ATCC 14917

- Lactobacillus brevis ATCC 8287

- Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103

- Lactobacillus reuteri ATCC 5289

- Pediococcus pentosaceus ATCC 25745

- Streptococcus thermophilus FP 4 (DSM 18616)

O ~NOOOTA WN -

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze formulacja kosmetyczna typu krem z dodatkiem
biofermentu z bambusa charakteryzuje si¢ umiarkowang aktywno$cig stymulujaca wzrost
bakterii o potencjale probiotycznym. Maksymalna strefa zwiekszonego stezenia biomasy

wokot studzienki byt rowna 5,0 mm wobec Lactobacillus reuteri.
Badania aparaturowe

Badanie z udziatlem ludzi ma na celu oceng wptywu kosmetyku na bezpieczenstwo i
tolerancje skory oraz ocen¢ skutecznosci w zakresie deklarowanego sposobu uzytkowania
(rozszerzona deklaracja producenta). Deklaracja o produkcie kosmetyku, ktorg chcemy
udowodni¢ poprzez wykonanie odpowiednich badan in vivo, powinna by¢ zgodna z
rozporzadzeniem kosmetycznym 1223/2009 oraz rozporzadzeniem 655/2013 dotyczacych
oswiadczen marketingowych kosmetyku. Doboér odpowiednich metod majacych na celu
potwierdzanie deklaracji jest obowigzkiem osoby odpowiedzialnej za produkt (producenta
kosmetyku). Dowod deklarowanego dzialania musi znajdowac si¢ w dokumentacji produktu w
postaci zalacznika do raportu bezpieczenstwa. Waznym elementem sg informacje 0
sktadnikach aktywnych kosmetyku, bo to one nadaja kierunek pozniejszym deklaracjom
marketingowym na opakowaniu. Nalezy jednak pamigtaé, ze zgodnie z dokumentem
technicznym (zalacznik Rozporzadzenia 655/2013 dotyczacym o$wiadczen o produktach
kosmetycznych) wlasciwosci sktadnika uzytego w recepturze nie moga by¢ przekladane na
wlasciwosci produktu finalnego i1 nie $wiadcza o kierunkowym dzialaniu produktu. Warto
podkresli¢ iz kluczowym aspektem w badaniach in vivo, z udziatem ludzi jest fakt, iz zgodnie
z Rozporzadzeniem CLP 1272/2008 (dotyczacym mieszanin chemicznych), nie mozna badac¢
na ludziach ,,pdlproduktow” w postaci mieszanin np. samych surowcoéw kosmetycznych.
Dlatego badanie kosmetyku powinno odbywaé si¢ w oparciu o zasady etyczne, ktorych
podstawe stanowi Deklaracja Helsinska i ktore sa zgodne z zaleceniami GCP (ang. Good

Clinical Practice) i obowigzujacymi przepisami.
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Ocena miejscowej tolerancji skdrnej produktu kosmetycznego krem do twarzy.
Pierwszym etapem badan prowadzonych z udzialem ochotnikéw byla identyfikacja lub
wykluczenie wlasno$ci uczulajacych i draznigcych badanych produktow. Dobor probantow —
ochotnikéw, zostal przeprowadzony przez specjaliste dermatologa po badaniu przedmiotowym
i podmiotowym zgodnie z Deklaracja Helsinska z 1964 roku (z pdzniejszymi
uzupehieniami), przepisami polskimi i unijnymi oraz wytycznymi COLIPA, z zastosowaniem
kryteriow wiaczenia i wylaczenia do/z badan. Wytypowano 20 ochotnikéw w wieku od 18 do
69 lat. W tym 15 0s6b z wywiadem alergicznym z wykluczeniem 0so6b uczulonych na sktadniki
produktu. Poinformowano, aby w czasie badania nie przyjmowali lekow antyhistaminowych
oraz nie stosowali innych $rodkoéw farmakologicznych (zar6wno ogoélnoustrojowych jak i
miejscowych) mogacych mie¢ wplyw na wynik badania, jak rowniez nie poddawali si¢
naswietlaniom skory. Skora w miejscu nakladania produktow byla prawidlowa, bez
zadnych zmian chorobowych. Wszystkie osoby zakwalifikowane do badania po zapoznaniu
si¢ z metodologia testu 1uzyskaniu wyjasnien, wyrazili sSwiadomg zgode na udziat w badaniu.
Sposdb prowadzenia badan dla kremu do twarzy polegal na wykonaniu testow platkowych
(okluzyjnych). Badanie oceniato stopien draznienia i wlasciwosci uczulajace produktéw a jego
przebieg polegal na nanoszeniu na krazki bibutlowe produktu kosmetycznego, ktore nastepnie
umocowano plastrem hipoalergicznym na skoérze plecow, w okolicy miedzylopatkowe;.
Pierwszego odczytu dokonywano zaraz po zdjeciu proby, a nastgpnie po 72 godzinach od
natozenia testu. Ocena byla dokonywana zgodnie z ogolnie przyjeta skala w skornych
testach ptatkowych. Skora badanych o0s6b oraz odczucia subiektywne byly oceniane przed,
w trakcie i po zakonczeniu badania przez lekarza. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli
ponizej.

Tabela. Wyniki testow platkowych (okluzyjnych) — krem do twarzy z dodatkiem biofermentu z bambusa

Wywiad
LP Inicjaty probanta Pte¢ alergiczny | Wynik podraznienie Whynik uczulenie
1 ZS M A Kb (-) KK (-) Kb (-) KK (-)
2 E.K K Kb (-) KK (-) Kb (-) KK (-)
3 K.M K A Kb (-) KK (-) Kb (-) KK (-)
4 M.M K Kb (-) KK (-) Kb (-) KK (-)
5 AK K Kb (-) KK (-) Kb (-) KK (-)
6 P.P M A Kb (-) Kk (-) Kb (-) Kk (-)
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7 N.N K Kb () Kk (-) Kb () KK (=)
8 ST K Kb () Kk (-) Kb () KK (-)
9 JR K A Kb () Kk (=) Kb () KK (-)
10 IN K A Kb () Kk () Kb () KK (=)
11 G.W K A Kb () Kk () Kb () KK (=)
12 E.L K A Kb () Kk (=) Kb () KK (-)
13 W.P K A Kb () Kk () Kb () KK (=)
14 PR K A Kb () Kk () Kb () KK (=)
15 P.I K A Kb () Kk (-) Kb () KK (-)
16 D.M K A Kb () Kk () Kb () KK (=)
17 K.L M A Kb () KK (-) Kb () KK (=)
18 SW M A Kb () Kk (-) Kb () KK (=)
19 S.N M A Kb () Kk () Kb () KK (-)
20 F.K K A Kb () Kk (-) Kb () KK (=)

Legenda: Krem do twarzy: z biofermentem (Kb), bez skladnika aktywnego - probka kontrolna (Kk). Ple¢:
K - kobieta, M — me¢zczyzna. Rodzaj skory: A - osoby z wywiadem alergicznym

Ocena wyniku testéw platkowych dokonana przez lekarza dermatologa: (-) — wynik ujemny; brak odczynu
(-/+) — wynik watpliwy; mozliwy odczyn rumieniowy, lecz nie wyczuwalny palcem (+) — wynik stabo dodatni;
rumien i naciek, wyczuwalny dotykiem (++) — wynik $rednio dodatni; rumien i grudki (+++) — wynik silnie
dodatni; rumien, pecherzyki lub nadzerki.

Na podstawie wynikdw przeprowadzonych badan nie stwierdzono wlasnosci
uczulajgcych i draznigcych badanego produktu. Produkt z dodatkiem biofermentu spehia
kryteria bezpieczenstwa dermatologicznego i zostaty zakwalifikowany do dalszego etapu badan
tj. testow aplikacyjnych. Wynik i opinia nie dotyczy osob, u ktorych wystgpuje alergia na
ktorykolwiek ze sktadnikow badanego kosmetyku.

Badania aplikacyjno-uzytkowe

Drugim etapem badan bylo potwierdzenie skutecznosci deklarowanej metody
pielegnacji z udzialem kolejno stosowanych rano i wieczorem formulacji kosmetycznych
zgodnie z rozszerzong deklaracja marketingowa, tj. wspieraja tagodzenie podrazniefi, poprawe
nawilzenia, zmniejszenie uczucia $ciggania oraz suchosci cery i utrzymanie dobrej kondycji
naskdrka podczas leczenia.

Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku ponize;.
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Rysunek. Ocena sensoryczno-jakosciowa kremu do twarzy z biofermentem z bambusa

A =B C
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Liczba probantéw

Gb (Kb) ' Gf (Kf) ' Gk (KK)

Legenda: Pytanie: Czy jest Pani/Pan zadowolona z konsystencji preparatu uzytego kremu do twarzy?
Odpowiedzi: (A) Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu, (B) Konsystencja Srednio przyjemna w
uzytkowaniu, (C) Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu O$ Y: Liczba probantéow (n=20)

Gb — krem do twarzy z biofermentem z bambusa 2%

Gf - krem do twarzy z biofermentem z bambusa 1%

Gk - krem do twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego

Dane przedstawione na rysunku wskazuja, ze wszyscy probanci grupy Gb i Gf (n=20) ocenili
produkt Kb oraz Kf jako ,konsystencja przyjemna w uzytkowaniu”. Krem kontrolny ocenili
probanci grupy Gk (n=20) jako: , konsystencja $rednio przyjemna w uzytkowaniu”. Wynik ten
potwierdza, iz obecnos$¢ skladnika aktywnego zaréwno w postaci biofermentu, korzystnie

wplywa na walory sensoryczne dotyczace konsystencji podczas stosowania kremu

Badanie parametrow biofizycznych skory
e NawilZenie skory

Pierwszym badanym parametrem byl poziom nawilzenia naskérka. W naturalnym
procesie ztuszczania si¢ komorek naskorka kluczowa role odgrywa proteolityczna degradacja
desmosomow uwarunkowana aktywnos$cia proteaz i dezaktywacja ich inhibitoréw. Proces ten
jest zalezny od lipidow macierzy migdzykomorkowej. Bardzo wazny jest tez komponent
kwaséw organicznych obecnych w biofermencie, tj. kwas mlekowy, ktéry przy udziale
humektantow takich jak mocznik, wspiera modyfikacje keratyny do wigzania wody w naskorku
i tym samym aktywnie wspiera odbudowe bariery hydrolipidowej w kopercie rogowej

naskorka. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p wynosi <0,05.
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Rysunek. Kinetyka zmian wartosci nawilzenia skéry probantéw zmierzona przed i po badaniu
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Legenda: Gb - grupa stosujgca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk —grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

YDZIEN 2

Na podstawie uzyskanych danych, przedstawionych na rysunku mozna wywnioskowac, ze
wszystkie osoby, ktore braty udzial w badaniu wraz z uptywem czasu trwania testu wskazaty
na poprawe parametru nawilzenia naskérka. Doswiadczenia pokazaly lepsze wyniki parametru
nawilZzenia. Zmiany parametru nawilzenia wahaty si¢ srednio w zakresie od 20-85 [j.u.]. W
tabeli ponizej zostala przedstawiona interpretacja wynikow. Im dluzszy czas stosowania
kosmetyku tym parametr ulegal wickszej poprawie. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i

p wynosi <0,05.

Tabela. Interpretacja wynikéw pomiaru nawilzenia naskoérka

Stopien nawilzenia naskorka Wynik pomiaru [j.u.]
Skéra bardzo sucha <30
Skora sucha 30-45
Skoéra dostatecznie nawilzona >45

Warstwa rogowa spetnia wazna funkcje nawadniajaca, co warunkuje utrzymanie miekkosci
skory i elastycznos¢. Utrata tej funkcji moze skutkowac suchoscia, pojawieniem si¢ tusek i
pekniec, ktore czesto towarzysza chorobom skory lub dysfunkcjg bariery hydrolipidowe;.

Dzigki pomiarowi nawilzenia, ktory jest zaleznos$cia migdzy pojemnoscig elektryczng a
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zawartoscig wody w naskérku mozemy zauwazy¢, ze im wigcej wody w tkance, tym mniejszy

opor elektryczny i przewodzenie pradu, tym wyzsza warto$¢ parametru nawilzenia.

e Transepidermalna utrata wody (ang. Transepidermal Water Loss, TEWL)
Kolejnym waznym parametrem pozwalajagcym na ocen¢ stanu skory jest TEWL (ang.
Transepidermal Water Loss) - przeznaskérkowa utrata wody. Parametr okresla ilos¢ wody,
ktora zostata utracona przez naskorek w jednostce czasu w wyniku procesu parowania. Poziom
TEWL mierzono przy pomocy tewametru, otrzymujac informacje o dyfuzji wody niezwigzanej
przez proteoglikany w kierunku warstwy rogowej naskorka. Tewametr jest sonda pozwalajaca
na posrednig oceng stanu bariery naskorkowej na podstawie oceny gradientu preznosci pary
wodnej nad powierzchnig naskorka. Gestos¢ parowania mierzona jest przez dwie pary
czujnikoOw (temperatury 1 wilgotnosci wzglednej) wewnatrz pustego cylindra. Jest to pomiar w
otwartej komorze. Mikroprocesor dokonuje analizy i przeliczenia na wartosci liczbowe.
Uzyskane wyniki zamieszczono na rysunku ponizej. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie
i p wynosi <0,05.

Rysunek Kinetyka zmian warto$ci TEWL probantéw zmierzona przed i po przeprowadzonym badaniu
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Legenda: Gb - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk — grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

Na podstawie wynikow przedstawionych na rysunku powyzej mozna zaobserwowaé, ze u
wszystkich  probantdbw nastgpita poprawa parametru TEWL. Zmiany parametru
transepidermalnej utraty wody wahaty sig $rednio w zakresie 12-5 [g/hm?]. Ponadto
zaobserwowano, ze im dluzszy czas stosowania produktu tym parametr ulegat poprawie.

Parametr TEWL jest wyznacznikiem statusu i integralno$ci bariery skdérnej. Odpowiednie
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nawodnienie skory ma kluczowe znaczenie dla funkcji ochronnej skory. Zdolnos¢ skory do
utrzymywania wody jest przede wszystkim zwigzana z warstwg rogowag naskorka, ktora
stanowi o barierowo$ci skory. Zgodnie z praktykg kosmetologiczng, zawartos¢ wody w
naskorku > 10% zapewnia prawidlowy i1 zdrowy wyglad skory. Uzyskane wyniki sg istotne

statystycznie i p wynosi <0,05.

Tabela. Interpretacja wynikéw TEWL (ang. Transepidermal Water Loss)

Interpretacja wynikow Wartos¢ TEWL [g/hm?]
Skéra bardzo zdrowa 0-10
Skéra zdrowa 10-15
Skéra normalna 15-25
Skora w zlym stanie 25-30
Skéra w stanie krytycznym > 30

e Odczyn pH skory

Bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na procesy enzymatyczne uczestniczace
w procesie proliferacji komorek naskorka jest odczyn pH. U zdrowych dzieci po urodzeniu
warto$¢ pH jest zblizona do neutralnego okoto pH = 6,5. Zmienia si¢ ono po kilku tygodniach
i tak jak u dorostych osiaga pH 4,5 - 5,5 (Rahma i in., 2022). Stosowanie ,.kwasnej” pielggnacji
wydaje si¢ szczegdlnie istotne w przypadku cery wrazliwej, podczas ktérej zachodzi
koniecznos$¢ fotoprotekcji kremami SPF o wysokim wspotczynniku (min. 50 SPF), ktérych to
specyfikacja fizykochemiczna formuty wymaga zazwyczaj odczynu pH 6.5-8.0 by zachowa¢
stabilno$¢ fizykochemiczng (Smaoui 1 in., 2017). Poprawa parametru TEWL moze by¢
skutkiem wplywu sktadnika aktywnego biofermentu na ekspresje genow zwigzanych z

biosyntezg akwaporyn.
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Rysunku. Kinetyka zmian warto$ci odczynu pH naskérka u probantéw
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Legenda: Gb - grupa stosujgca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk — grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

e Elastycznos¢ skory

Elastyczno$¢ skory jest to biomechaniczna cecha skory wiasciwej oraz naskorka. Skéra
wiasciwa zawiera widkna kolagenowe i elastynowe oraz wodg, co decyduje o jej elastycznosci
1 plastycznosci. Jednak to biologia keratynocytoéw 1 korneocytow ma kluczowe znaczenie dla
elastycznosci 1 barierowej funkcji naskoérka. Niskie pH wplywa na konformacje i aktywnos$¢
biatek keratynocytow, takich jak filagryna czy lorecyryna, co wptywa na wiasciwosci fizyczne
tych biatek, tym na ich zdolno$¢ do tworzenia usieciowanej macierzy korneocytow. Kwasy
organiczne jak mlekowy i piroglutaminowy utrzymuja niskie pH warstwy rogowej naskorka.
Ponadto te same kwasy odgrywaja kluczowa rolg w aktywacji enzymoéw proteolitycznych i
dojrzewaniu korneocytow. Ponadto niektore kwasy (np. mlekowy) moga bezposrednio
wplywaé na strukture i elastyczno$¢ biatek macierzy komorkowej (Shamilov i in., 2021).
Odpowiedni odczyn pH oraz obecno$¢ kwasow organicznych w naskorku sg niezbedne dla
prawidlowego roznicowania keratynocytéw, dojrzewania korneocytdw oraz formowania
elastycznej, ale odpornej bariery naskérkowej. Zaburzenia tych parametrow moga prowadzi¢
do utraty elastycznosci 1 integralnosci naskorka. Utrata wilgotnos$ci naskorka prowadzi do jego
wigkszej sztywnosci i utraty elastycznosci.

Na podstawie wynikéw przedstawionych na rysunku ponizej mozna stwierdzié, ze parametr

elastycznosci skory u badanych probantow oscylowat srednio w zakresie wartosci 60 — 90 [%].
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Zasada w interpretacji wynikéw polega na zaleznosci — im wyzsza warto$¢ wspotczynnika
elastycznosci skory, tym skora jest bardziej elastyczna. Wartos¢ parametru na poziomie 100 %

odpowiada elastycznosci skory noworodka. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p

wynosi <0,05.
Rysunek. Kinetyka zmian wspétczynnika elastycznos$ci skory
m Gk Gf = Gh
113
S 9 —
3 ‘§ 68 —_— —_— —
S
> L I I S
:§ g 45
£
g 23 — — —_— —_— —
0 T T T
0 1 tydzien 2 tydzien 3 tydzien

Legenda: Gb - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 2%
Gf - grupa stosujaca krem do twarzy z biofermentem 1%
Gk —grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

Pomiar parametru struktura skory 3 D

26



CZAS POMIARU SHEONIA WARE(:’S]C RARAMETRU OTRZYMANY WYNIK
PRZED 9,420
POTWIERDZONO
PO 4 TYGODNIACH 7,974

PRZED

PO 4 TYGODNIACH

PRZED

PO 4 TYGODNIACH

PRZED

PO 4 TYGODNIACH
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PRZED PO 4 TYGODNIACH

Badanie wykonane zostalo przy uzyciu aparatu pomiarowego NATI V3 firmy Skin Diagnosis
by Beauty of Science. Mikrofotografie skory zostaty wykonane w rozdzielczosci 1280 x 1024.
Srednia warto$é struktury skory uzyskana jest z pomiaréw przeprowadzonych u wszystkich
ochotnikéw. Przedstawiono mikrofotografie skory wybranych ochotnikéw. Wynik poréwnano
1 odczytano z ponizej zamieszczonej skali.

SKALA — warto$¢ wg skali BOFS

0 - 8 doskonata

8 - 10 dobra

>10 nieprawidtowa

Przeprowadzone badanie aparaturowe dla produktu ,Krem do twarzy z dodatkiem 2%
biofermentu z bambusa” wykazuje poprawe parametrow skory ocenianych przy pomocy

specjalistycznych urzadzen pomiarowych w zakresie: struktury skory 3D.

Reasumujac, przeprowadzone testy in vitro i in vivo wskazuja na wysoki, potwierdzony
badaniami eksperymentalnymi potencjal biofunkcjonalny formulacji typu krem do

twarzy z biofermentem z bambusa.

28



