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Streszczenie

Globalny popyt na produkty proponowane przez branz¢ kosmetyczng wydaje si¢ by¢
niczym nieograniczony. W ostatnich latach obserwuje si¢ rowniez wzajemne przenikanie si¢
przemystu kosmetycznego z branza medyczng, zwlaszcza w dziedzinie dermatologii.
Szczegblng grupg sygnalizujgca zapotrzebowanie na nowe produkty kosmetyczne sg pacjenci
leczeni retinoidami. Retinoidoterapia jest jedna z bardziej skutecznych metoda leczenia
tradziku, tuszczycy oraz innych dermatologicznych schorzen skory, dziatajac poprzez regulacje
odnowy komorkowej skory. Jednakze stosowanie tej terapii w wiekszosci przypadkow wiaze
si¢ z powstawaniem szeregu dziatan niepozadanych, takich jak: sucho$¢ skory, podraznienia,
tuszczenie si¢ skory czy rumien. Zatem bardzo istotne w terapii retinoidami jest odpowiednia
dbatos$¢ o nawilzenie skory i regeneracje ptaszcza hydrolipidowego.

Celem pracy bylo opracowanie receptur, technologii produkcji i charakterystyka trzech
formulacji kosmetycznych przeznaczonych dla osob bedacych w trakcie 1 po leczeniu
retinoidami.

Hipoteza naukowa zakladata, ze zastosowanie plynu pofermentacyjnego uzyskanego na
drodze biotechnologicznej przez drozdze Yarrowia lipolytica zawierajacego m.in. kwas alfa-
ketoglutarowy jako biofunkcjonalnego skladnika formulacji kosmetycznych, pozwoli na
otrzymanie innowacyjnych produktéw skutecznych we wspieraniu retinoidoterapii.

W efekcie przeprowadzonych prac opracowano trzy receptury formulacji
kosmetycznych — krem do twarzy, serum do twarzy i zel do mycia twarzy. Kazda z
opracowanych formulacji zawierala funkcjonalny sktadnik pochodzenia biotechnologicznego.
Produkty poddano szczegoétowej charakterystyce fizyko-chemicznej, mikrobiologicznej i
funkcjonalnej. Przygotowano réwniez dokumentacje warunkujaca wdrozenie produktéw do
sprzedazy na polskim rynku.

Ostatecznym wynikiem pracy doktorskiej jest opracowanie trzech innowacyjnych
formulacji  kosmetycznych o udowodnionych  wlasciwosciach  biofunkcjonalnych
przeznaczonych dla osob stosujacych leczenie retinoidami o potwierdzonej stabilnosci

technologicznej i skutecznos$ci dziatania na skorg.

Stowa kluczowe: retinoidoterapia, formulacja kosmetyczna, bioferment natywny, filtrat, kwas-

alfaketoglutarowy



I Przeglad literatury
1. Branza kosmetyczna w ujeciu ogélnym

Raporty ekonomiczne, statystyki wskazuja, ze rynek kosmetyczny od wielu lat, jako jeden
z nielicznych nie zanotowal regresji sprzedazy a nawet jest zauwazalny trend wzrostu pobytu i
podazy w branzy beauty. Owy trend byt stabilny rowniez podczas $wiatowych kryzysow
gospodarczych i1 politycznych. Warto$¢ rynku kosmetykéw wyceniono na 0,31 miliarda
dolaréw w 2023 r. Przewiduje si¢, ze przemyst rynku kosmetykow wzrosnie z 0,32 miliarda
dolarow w 2024 r. do 0,43 miliarda dolarow do 2032 r., wykazujac roczng stop¢ wzrostu na
poziomie 3,57% w okresie objetym prognoza (2024 - 2032) (Gupta, 2022). Analizy ekspertow
Orbis Research zawarte w raporcie ,,Global Cosmetics Products Market-Analysis of Growth,
Trends and Forecasts (2022-2025)” prognozuja, ze W latach 2024-2025 nastapi kolejny wzrost
o ponad 7%. Swiatowy rynek produktéw kosmetycznych jest podzielony z uwagi na
uwarunkowania geograficzne, status ekonomiczny klientow, ale przede wszystkim z uwagi na
ich przeznaczenie. I tak najwickszym zainteresowaniem cieszg si¢ produkty do pielggnacji
skory twarzy (40%), nastgpnie kosmetyki do pielegnacji wltosow (21%), kosmetyki do makijazu
(18%), perfumy i zapachy (11%) oraz przybory toaletowe i dezodoranty (10%) (Gupta, 2022).

Réwniez w Polsce rynek kosmetyczny jest dynamicznie rozwijajacym si¢ sektorem
gospodarki. Warto§¢ polskiego sektora kosmetycznego, rozumianego jako produkcja
powiekszona o import oraz pomniejszona o eksport, w 2022 roku zostala oszacowana na 3,9
mld euro (+1% r/r). Zgodnie z raportem Cosmetics Europe, Polska jest szostym co do wielko$ci
sektorem kosmetycznym w Europie (za Niemcami, Francja, Wlochami, Wielka Brytanig oraz
Hiszpanig). Najwigkszy udziat w rynku przypada na segment kosmetykow do pielggnacji
osobistej, ktorego warto§¢ w 2022 roku wyniosta okoto 2 mld euro, odpowiadajac za az 51%
catkowitej sprzedazy na tym rynku. Wsrod nich najpopularniejsze byty i nadal s3 kosmetyki do
pielegnacji twarzy, ciata i wlosow. Drugim co do wielkosci segmentem sg kosmetyki kolorowe,
ktore stanowig okoto 30% wartosci rynku. Szacuje si¢, ze w latach 2025-2026 stopa wzrostu
rynku bedzie na poziomie +5,5% $redniorocznie (Www.chemiaibiznes.pl).

W bazie REGON obecnie jest zarejestrowanych jest ponad 1300 podmiotow
gospodarczych o wskazanej klasie PKD 20.42 (produkcja wyrobow kosmetycznych
i toaletowych), co wskazuje na duzg konkurencyjnos¢. Wigkszos¢  stanowig
mikroprzedsiebiorstwa, a 86 firmy zatrudniaja wigcej niz 10 oséb. W sektorze tym pracuje
ponad 15 tysigcy osob. Ponad 71% przedsigbiorstw ma kapitat polski, jednak 24 podmioty to te

z przewazajagcym kapitalem zagranicznym i to one odpowiadaja za 58% przychodow calej
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branzy (Www.wirtualnekosmetyki.pl). Polski rynek kosmetyczny stopniowo ro$nie, a pomioty
z polskim kapitalem zwigkszaja swoj udzial (przy jednoczesnym wzroscie udziatu eksportu w
przychodach przedsigbiorstwa). W analizowanym okresie 2015-2020 polskie firmy
kosmetyczne podwoily swoj udziat na rodzimym rynku, osiagajac 41% w roku 2020, podczas
gdy zagraniczne podmioty w Polsce skurczyly si¢ o okoto 5%. Pionierem jest niemiecka sie¢
drogerii Rossmann, ktorej przypisuje si¢ 25% sprzedazy kosmetykéw w Polsce. Nalezy
rowniez wskazaé, ze drogerie sg glownym kanalem dystrybucji kosmetykéw na rynku
detalicznym, co pokazuje Rys. 1 (Raport Banku Zachodniego WBK — ,.Branza kosmetyczna”,
2017).

Rysunek 1. Struktura dystrybucji kosmetykow w Polsce z podzialem na ple¢ i kanal sprzedazy (Raport
Banku Zachodniego WBK - ,,Branza kosmetyczna”, 2017)
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Analizujac raport PMR pt. ,,Handel detaliczny artykulami kosmetycznymi w Polsce

2022, mozna znalez¢ informacje na temat wzrastajacej liczby klientow, ktorzy przy wyborze

produktéw kosmetycznych kieruja si¢ jakoscia, sktadem i skutecznoscig dziatania, chociaz cena
tez nie jest bez znaczenia.

Obecnie przemyst kosmetyczny jest jedna z najszybciej rozwijajacych sie galezi

polskiej gospodarki. Kosmetyki produkowane na naszym rynku trafiajg do ponad 130 krajow.

Na terenie Polski funkcjonuje okoto 800 podmiotow w tym firmy miedzynarodowe, duze,

Srednie oraz mate polskie przedsigbiorstwa. Taka struktura zapewnia ogromng réznorodnos¢ w
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branzy 1 stanowi o jej silnych podstawach. Najwigcej firm nalezy do grupy matych i
mikroprzedsiebiorstw. Pozostali gracze na rynku to duze migdzynarodowe koncerny. Na
polskim rynku mozemy spotka¢ wielu globalnych producentow jak L'Oréal, Unilever
Procter&Gamble, Avon Cosmetics, Beiersdorf (Nivea), Henkel, Colgate, Palmolive. Z kolei
najwiekszymi dystrybutorami sg L’Oréal oraz firma Coty. Warto rowniez podkresli¢ fakt, ze
L'Oréal 1 Oriflame zlokalizowaly w Polsce swoje najwigksze zaklady produkcyjne, a Nivea
najwieksza, europejska fabryke. Nalezy rowniez wspomnie€, ze polski rynek kosmetykow to
tez silne lokalne przedsigbiorstwa. Do najwigkszych rodzimych firm naleza: Laboratorium
Kosmetyczne Dr Irena Eris, Ziaja Ltd Zaktad Produkcji Lekow, Oceanic, Eveline Cosmetics,
Inglot, Bielenda Kosmetyki Naturalne, Delia Cosmetics, Laboratorium Kosmetyczne Floslek
Furmanek, Bell, Laboratorium Kosmetyczne Joanna, Fabryka Kosmetykow Pollena Ewa czy
Miraculum. Analiza sektora kosmetycznego pokazuje, ze rodzimi przedsigbiorcy stawiaja na
ciggly rozwdj. Na naszym rynku ciggle pojawiaja si¢ nowe firmy kosmetyczne i marki. Czgstym
przypadkiem jest zjawisko przeje¢, ktore polega na sprzedawaniu dobrze prosperujacych
podmiotow wigkszym graczom globalnym. Dobrym przyktadem takich dziatan byta sprzedaz
marek Soraya i Dermika — obecnie w portfolio firmy Orkla Care. Na terenie Polski wystepuja
réwniez laboratoria, firmy badawcze, chemiczne, biotechnologiczne oraz producenci
opakowan, ktorzy wzajemnie ze sobg wspotpracujg. Taka infrastruktura pozwala na wykonanie
catego procesu produkcyjnego na terenie Polski (Deloitee, kosmetyczni.pl, 2022).

Na kierunki rozwoju §wiatowego rynku kosmetycznego znaczaca wplyneta pandemia
COVID-19, ktora przyczynita si¢ do zwigkszenia sprzedazy produktéw typu zele
antybakteryjne, ptyny do dezynfekcji, czy produkty o wiasciwosciach przeciwwirusowych.
Istotnie obnizyta si¢ produkcja kosmetykéw do makijazu (praca w trybie online, ograniczone
opuszczanie domu). Z drugiej za$ strony wzrosto zainteresowanie rytuatami pielegnacyjnymi,
ktére mozna przeprowadzi¢ w domu. Kwarantanna przyczynila si¢ do wypracowania nowych
rutyn pielegnacyjnych. Marki produktéw do pielegnacji skory wykorzystaty to na swoja
korzys¢. Biorac pod uwagg calg branze kosmetyczng to w skali §wiata zostal zanotowany wzrost
warto$ci przychodu z 483 miliardow dolarow w 2020 roku do 511 miliardéow dolaréw w 2021
roku. Oczekuje si¢, ze roczne catkowite przychody przekrocza 716 miliardow dolarow do 2025
roku (www.trade.gov.pl).

Nie bez znaczenia dla rynku kosmetycznego ma konflikt zbrojny na Ukrainie.
Zaobserwowano zmniejszong sprzedaz produktow do Rosji, Ukrainy i1 Bialorusi, a takze

trudnosci importu surowcow z tych panstw. Zarowno pandemia COVID-19 jak i wojna na



Ukrainie przyczynity si¢ do wzrostu cen energii, paliw i surowcow, co przektada si¢ rowniez na
przemyst kosmetyczny w Polsce.
2. Oczekiwania klientow branzy kosmetycznej

Ostatnie lata zmienity réwniez oczekiwania klientow wobec rynku kosmetycznego.
Znaczna ich cz¢$¢ poszukuje produktow naturalnych, organicznych 1 przyjaznych srodowisku.
W ostatnim czasie ro$nie rOwniez zainteresowanie kosmetykami weganskimi i cruelty-free.
Coraz wigkszym zainteresowaniem cieszg si¢ marki kliniczne 1 apteczne, w tym gltéwnie
kosmetyki o udowodnionych wilasciwosciach przeciwstarzeniowych. I ten ostatni trend jest
niezmienny od lat. Starzenie si¢ spoteczenstwa jest gtownym czynnikiem majacym wpltyw na
rozw0j branzy kosmetycznej. Spadek wspotczynnika dzietno$ci i $miertelnosci w ciggu
ostatnich lat wskazuje na widoczny trend starzenia si¢ populacji na calym $wiecie. Silne
pragnienie zachowania mtodzienczego wygladu wsérdéd mezczyzn i kobiet przyczynia si¢ do
obserwowane] tendencji wzrostowej sprzedazy na calym $wiecie. Najwigkszym
zainteresowaniem cieszg si¢ produkty przeciwzmarszczkowe, zapobiegajace plamom starczym
1 je rozjasniajace, produkty dla skory suchej i podraznionej oraz preparaty do wlosow
(zapobiegajace wypadaniu, tamliwosci itp.). Takze statystyki demograficzne wskazuja, ze
starzejacej si¢ grupy klientow bedzie przybywac. Oczekuje sig, ze do 2050 roku liczba ludnosci
w wieku powyzej 60 lat wzros$nie do 2,1 miliarda a Srednia dlugos¢ zycia kobiet wzrosnie z 82,8
lat w 2005 r. do 86,3 lat w 2050 r. Natomiast dla mezczyzn oczekiwane zwigkszenie dtugosci
zycia przewiduje si¢ z 78,4 lat (rok 2005) do 83,6 lat (www.trade.gov.pl). Jeszcze kilka lat
temu komunikacja z klientem poprzez opis ,,anti-aging” nie cieszyla si¢ aprobatg, co w sposob
istotny zmienito si¢ w roku 2022, w ktdrym to dziatania marketingowe zostaty ukierunkowane
na hasta zwigzane z zatrzymaniem zegara biologicznego czy zapobieganiem jego tykania.
Warto zwroci¢ uwage, ze po produkty przeciwstarzeniowe si¢gaja coraz mtodsze osoby. Druga,
rébwnie wazng grupa uzytkownikow majacych wplyw na trendy sprzedazowe branzy
kosmetycznej sa osoby z tradzikiem pospolitym. Schorzenie to dotyka 85% $wiatowe;j
populacji, gléwnie dzieci i dorostych od 11 do 30 roku zycia. Presja spoteczna, obcigzenie
psychiczne chorych na tradzik i zwigkszone uzycie kosmetykdw przez kobiety jak 1 mezczyzn
bedzie napedzac ten sektor kosmetykow przeciwtradzikowych. Oczekuje si¢, ze Swiatowy rynek
kosmetykow przeciwtradzikowych wzrosnie o 9,8% w 2030 roku. Europejska Akademia
Dermatologii 1 Wenerologii szacuje, ze u 95% me¢zczyzn oraz u 85% kobiet zmiany tradzikowe
pojawily si¢ w pewnym momencie zycia. Z czego 40% osob z objawami tradziku cierpialo na
posta¢ o nasileniu umiarkowanym do ci¢zkiego, a ponad 50% miato problemy z tradzikiem w

wieku dorostym (www.trade.gov.pl). Liczby te wskazuja na duze zapotrzebowanie na produkty
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zwigzane z pielegnacja skory tradzikowej wsrod nastolatkow a takze wsrod osob
dorostych. Wykorzystanie medidéw spotecznosciowych w zbieraniu danych dotyczacych
zdrowia 1 probleméw z tradzikiem stalo si¢ powszechnym narzedziem badawczym w
dermatologii, ktore moze zapewni¢ wglad w rzeczywiste potrzeby pacjentow
dermatologicznych oraz wskaza¢ potencjalnych klientéw kosmetykow do pielggnacji skory
tradzikowej (Concilla 1 in., 2022). Bardzo waznym faktem jest to, Ze tradzik wsrodd nastolatkow
ma wplyw na zdrowie psychiczne, przyczyniajac si¢ do niskiej samooceny, a w skrajnych
przypadkach depresji oraz mysli samobojczych. Agresywny marketing produktow do
pielegnacji skory czy lekow na tradzik, ktéry byt i jest prowadzony na platformie mediow
spotecznosciowych, wzmoégl presje psychologiczng i w duzej mierze pomogt w zwigkszeniu
popytu na te produkty. Zainicjowalo to trend, w ktérym producenci coraz czesciej reklamuja
produkty do pielegnacji skory tradzikowej w intrenecie oraz inwestuja w badania zarowno
funkcjonujacych juz na rynku formulacji jak 1 rozw6j innych, nowych, bardziej innowacyjnych.
Wielu lekarzy apeluje o wczesng 1 intensywng interwencje w przypadku cigzkich postaci
tradziku, aby zapobiec w pdzniejszych etapach zycia powstawaniu blizn. Rynek kosmetykow
przeciwtradzikowych wedhug typu produktu jest podzielony na maseczki, kremy i balsamy,
kosmetyki do mycia skory i toniki oraz inne. Przy czym oczekuje si¢, ze w przysztosci segment
kreméw 1 balsamow bedzie miat dominujacy udziat w rynku. Prognozuje si¢, ze segment ,,inne”
odnotuje najszybszy wzrost sprzedazowy. Sektor produktow kosmetycznych ,,inne” obejmuje:
zele, ptyny do mycia twarzy, olejki eteryczne i serum, ktére mozna stosowa¢ w leczeniu
problemow z tradzikiem. Produkty te sag kompatybilne z prawie wszystkimi rodzajami skory, a
na rynku dostepne sg rowniez specjalistyczne produkty do skor thustych i mniej thustych. Biorac
pod uwage uzytkownikow koncowych produktow przeciwtradzikowych rynek kosmetykow do

pielegnacji skory tradzikowej mozna podzieli¢ na odbiorcéw - mezczyzni i kobiety (Rys. 2).
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Rysunek 2. Globalny rynek kosmetykow do pielegnacji skory tradzikowej z podzialem na typy
produktow oraz uzytkownikéw koncowych prognozy na lata 2021-2026
(www.GlobalMarket EstimatesResearch.com)

L] F
Creams & Lotions ASIA PACIFIC ANTI - ACNE COSMETICS MARKET jgﬂﬂ\ GME
Segment E— @oan MmemwEr EsTeeaTES
Creams & lotions segment is Japan, China, Indonesia, Thailand, South
the largest share holder in the Korea, Vietnam, India, Australia & New
market as per the product Zealand, and the rest of Asia Pacific, are
type outlook. evaluated for the analysis of the Asia Pacific
anti-acne cosmetics market growth
aEEE——

Women Segment The growing influence of social media on

body images.
Women segment will be + The growth of e-commerce sales and 1 Z 5
growing the fastest in the marketing for anti-ache products L] Yo

market as per the end-user APAC
outlook

BY PRODUCT TYPE, 2020 BY END-USER, 2021 VS 2026 (USD BILLION)

CREAMS & LOTIONS

MASKS

2021
2026

CLEANSERS &
TOMNERS

OTHERS

Women Men
© 2020 Global Market Estimates Research & Consultants. All rights reserved

Znaczenie internetu 1 zwigkszajaca si¢ liczba platform e-commerce, jak 1 coraz wigksza
swiadomo$¢ docelowych odbiorcéw, szczegolnie w krajach rozwijajacych sie bedzie motorem
wzrostu $wiatowego rynku kosmetykow przeciwtragdzikowych w prognozowanym okresie do
roku 2028. Zwigkszona dostepnos¢ kosmetykdéw przeciwtradzikowych w  sklepach
stacjonarnych i internetowych bedzie napedza¢ rozwoj rynku. Wprowadzenie nowych
produktow, wykorzystanie organicznych skladnikow 1 rosngca popularno$¢ aplikacji
spotecznosciowych zwickszaja zapotrzebowanie na nowe rozwigzania w technologii
kosmetykow.

Przyktady kosmetykow do pielegnacji przeciwtradzikowe;:
e Cleanance COMEDOMED (Rys. 3) - koncentrat przeznaczony do pielegnacji skory
thustej 1 tradzikowej, zawiera sktadnik Comedoclastin™, w postaci ekstraktu roslinnego

z ostropestu plamistego.
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Rysunek 3. Avene Cleanance Comedomed - koncentrat przeciw niedoskonalo$ciom (www.avene.com)

SZYBKIE DZIALANIE
zmiany

dniach
PRZECIW
NAWROTOM * 2 2
i ogranicza ich ponowne
pojawianie sie
WYSOKA Do skéry trgdzikowej
TOLERANCJA
CLEANANCE
COMEDOMED
: ot Samodzielnie, z innymi
produktami lub po kuracji ¢
BEZZAPACHOWY lekami przeciwtrgdzikowymi  §

(z wyigtkiem doustnej
e izotretynoiny) o & : !

Ingredients INCI: Avene Thermal Spring Water (Avene aqua), Isopropyl alcohol, PEG-6, Glycerin, Silybum marianum fruit
extract, silica, Polyacrylate-13, Polyisobutene, Polysorbate 20, Sorbitan isostearate, Water (Aqua).

Deklaracje producenta wskazuja, ze produkt jest przeznaczony dla skory z
niedoskonato$ciami, pomaga zmniejsza¢ ryzyko powstawania krost i zaskérnikéw oraz
ogranicza ponowne pojawianie si¢ zmian tradzikowych. Produkt w postaci skoncentrowane;j
formuty zawiera kluczowy sktadnik aktywny w postaci Comedoclastin i reguluje nadmierne
wydzielanie sebum. Warto$¢ dodang, zdaniem producenta stanowi woda termalna Avene o
wlasciwosciach kojacych 1 tagodzacych podraznienia. Sktadnik aktywny stanowi mieszaning
sklasyfikowang w  Europejskiej bazie chemikaliow (ECHA/rozporzadzenie CLP)
zarejestrowang pod nazwg i numerem: Silybum marianum, ext. EC Number: 283-298-7 EC
Name: Silybum marianum, ext. CAS Number: 84604-20-6 Molecular formula: Not available -
UVCB substance: [UPAC Name: Extract of Chardon marie without support. Szczegdtowe
informacje na temat skladnika aktywnego, jego zastosowania oraz metody pozyskiwania
znajduja sie w patencie nr WO2018002338A (Saurat i in., 2018). TreSci zawarte w zastrzezeniu
patentowym obejmuja miedzy innymi opis sposobu ekstrakcji skladnikow aktywnych z
ostropestu plamistego, przy wykorzystaniu rozpuszczalnikéw w postaci mieszaniny alkohol
izopropylowy/woda w stosunku 90:10. Uzyskany taka metoda ekstrakt z Silybum marianum
achene ma zawiera¢ 0,2% sylimaryny. Warto zaznaczy¢, ze deklaracje dzialania kosmetyku

znajdujg rowniez potwierdzenie w dokumentacji z badan in vitro, ktoére obejmujg analizg
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genetyczng. Badania te umozliwily pomiar poziomu ekspresji gendw kodujacych enzymy
sebogenne FADS2 1 SCDI1 (enzymy bioragce udzial w syntezie specyficznych lipidow
wchodzace w sklad toju, ktérych inhibicja powoduje zmniejszenie aktywnos$ci gruczotéw
tojowych). Wyniki badania w odniesieniu do rozpuszczalnika (izopropanolu) wykazaly, ze
ekstrakt z Silypbum marianum achene o niskiej zawarto$ci sylimaryny znaczaco hamowat
ekspresje tych dwoch genow, w przeciwienstwie do ekstraktu Silybum marianum achene
bogatego w sylimaryne¢. Dokumentacja patentowa zawiera rowniez wyniki badan klinicznych
dotyczace leczenia tradziku milodzienczego w odniesieniu do metodyki badan in vitro
kosmetyku. Zbadano dziesi¢ciu nastoletnich pacjentéw z tradzikiem mtodzienczym, ktérych
poddano “terapii” przez okres 18 tygodni kosmetykiem zawierajacym ekstrakt z Silybum
marianum achene o niskiej zawartosci sylimaryny. Analiz¢ uzyskanych efektow
terapeutycznych prowadzono zgodnie z metoda globalnej analizy stanu klinicznego IGA (ang.
Investigator Global Assessment) zaakceptowang przez FDA (ang. Food and Drug
Administration) i stosowang przez ekspertow dermatologii klinicznej. Uzyskane wyniki
wskazaly na wyrazng poprawe stanu klinicznego tradziku mtlodzienczego w 8 na 10
przypadkéw, jak 1 dalszg stabilno$¢ uzyskanych wynikéw. Reasumujac, linia produktow
Comedomed Avene, zostatla opracowana dla systematycznej, nieinwazyjnej pielggnacji cery
tradzikowej, ktorej dziatanie jest oparte o potencjal bioaktywny ekstraktu z ostropestu
wykazujacego wlhasciwosci  regulujacej tojotok, jako alternatywe lub wspieranie
retinoidoterapii.

e La Roche-Posay Effaclar 2021 (Rys. 4) - EFFACLAR H ISO-BIOME Plus - krem
nawilzajacy; zgodnie z deklaracja producenta produkt zawiera unikalng frakcje o
wlasciwosciach prebiotycznych w postaci biomasy, o wiasciwosciach wzmacniajacych
barier¢ ochronng skéry. Produkt winien by¢ stosowany w celu wspierania prawidlowego
funkcjonowania mikrobiomu. Ta unikatowa frakcja w formule jest laczona z
niacynamidem, pantenolem, proceradem, skwalanem oraz wyciagiem z ziaren arnoty
wlasciwej. Producent deklaruje skuteczno$¢ formuty w oparciu o prebiotyczne dziatanie
sktadnika Aqua Posae Filoformis, ktory stanowi ekstrakt z komorek bakterii,
pozyskiwany na drodze biotechnologicznej. Bioproces polega na hodowli bakterii z
gatunku Vitroscilla filiformis w pozywce zawierajacej wode (pochodzenia La Roche-
Posay). Dzialanie tego unikatowego skladnika zawierajacego biomase bakterii,
naturalnie wystepujacych w wodach termalnych wykazano w pracy doswiadczalnej z

udzialem probantéw ze skora sktonng do atopii i tradziku (Gueniche i in., 2021).
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Rysunek 4. EFFACLAR H ISO-BIOME krem La Roche Posay (www.larocheposay)

. @ EFFACLAR H ISO-5101E KREM
LA : : ¥ o Y WSKAZANIA:

Skora wrazliwa, sktonna do tradziku,
uwrazliwiona wysuszajacymi kuracjami

przeciwtradzikowymi. Twarz i okolice oczu

INNOWACIA:
EFFACLAR l et
prebiotyczna frakcja od La Roche-Posay,
H ISO‘B'OME KREM LA ROCHE-POSAY pozyskiwana z biomasy, znana jest
reSpe-arienivtAri 2z wtasciwosci wzmacniajacych barierg

) ochronna skéry, aby wspierac prawidtowa

funkcje mikrobiomu. Zawarta w kojacej,
Skwalanem oraz wyciagiem z ziaren
NATYCHMIASTOWO EZFACU\R H Arnoty wtasciwej], o fizjologicznym pH.
I INTENSYWNIE KOI, NAV‘JILZA SonREPAATTA REZULTATY:
SKORE PRZEZ 48H e Natychmiastowo i intensywnie koi
i nawilza skore przez 48h*. Dzien po dniu
\/ zmniejsza zaczerwienienia i tuszczenie
sig skéry. Widocznie zmniejszone
ER T : 1(:49%*), zaskomiki
REGENERUJE BARIERE OCHRONNA GIS¥oEz pzel e
SKORY W 1H2, DZIEN PO DNIU ALY
ZMNIEISZA ZACZERWIENIENIA aﬁ?ﬁi}fzk'f:z'ffa"f;::n?z“wmm" -
1 LUSZCZENIE SIE SKORY e
KONSYSTENCIA:
i nie klei sie. Niek d
- —g Bez 7 Te ¥iad
kontrolg dermatologiczng w potaczeniu
z jaca kuracja przeci i
Ingredients INCI: SPOSOB UZYCIA:
Aqua / Water / Eau, Glycerin, Squalane, Dimethicone, Panthenol, Zea Mays Starch / Corn Starch, Niacinamide, Natéz na oczyszczona, suchg skore
Ammonium Polyacryloyldimethyl Taurate, Myristyl Myristate, Bixa Orellana Seed Extract, Stearic Acid, twarzy, codziennie rano i wieczorem.
Potassium Cetyl Phosphate, Glyceryl Stearate Se, Sodium Hydroxide, Myristic Acid, 2-oleamido-1,3- Najlepiej zuzy¢ przed koficem:
patrz opakowanie.

octadecanediol, Pamitic Acid, Hydroxyacetophenone, Capryloyl Glycine, Caprylyl Glycol, Vitreoscilla Ferment,
Ctrtic Acid, Maltodextrin, Xanthan Gum, Parfum / Frangrance

Warto wskaza¢, ze skladnik kosmetyczny znajduje si¢ w europejskiej bazie
nomenklatury INCI Cosmile Europe w postaci Vitreoscilla ferment. Wigcej informacji na jego
temat znajduje si¢ w Bazie Europejskiego Urzgdu Patentowego pod numerem EP2830588A1,
gdzie zdefiniowano ferment (efekt bioprocesu z udziatem bakterii rodzaju Vitreoscilla sp.) i
wskazano na jego funkcjonalnos¢, ktora jest zwigzana z zapobieganiem i/lub leczeniem standow
hipertojotokowych, niezwigzanych ze stanem tupiezu skoéry gtowy. Skladnik aktywny sktada
si¢ z lizatu mikroorganizmow 1 catosci lub czeSci pozywki hodowlanej, ktora zostata
wykorzystana w procesie fermentacji. Sktadnik zawiera frakcje cytoplazmatyczng i cytozolowa,
fragmenty $ciany komodrkowej oraz metabolity uwolnione podczas lizy komorek. Ponadto
dostgpne sg dane porownujace lizat komorek Vitreoscilla filiformis w stosunku do supernatantu
(ptyn uzyskany po separacji biomasy komodrkowej) w konteks$cie wilasciwosci
antyoksydacyjnych i przeciwstarzeniowych in vivo/in vitro (Genard S., 2015). Dodatkowo praca
Gueniche i innych (2021) opisuje wyniki badan in vitro potwierdzajace dziatanie
immunomodulacyjne i tagodzace surowca, z jednoczesnym wskazaniem metody hodowli

drobnoustrojow. Warto wskazac, ze szczegotowa analiza materiatow zrodlowych wskazuje na
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rozbiezno$ci pomi¢dzy deklaracjg marketingowa pochodzenia i sktadnika, a jego faktycznym

wytworzeniem.

e VICHY NORMADERM Phytosolution (Rys.5) — krem korygujacy niedoskonatosci
dedykowany skorze tragdzikowej. Zgodnie z deklaracjg producenta produkt zapewnia
kompleksowa pielggnacje skory tlustej i tradzikowej z klinicznie potwierdzong
skutecznos$cig. Redukuje niedoskonatosci (zmiany zapalne, zaskorniki, widoczne pory
oraz przebarwienia potradzikowe); wplywa regenerujaco na skorg, poprawiajac jej
teksture 1 ujednolicajac koloryt. Wedtug deklaracji producenta produkt zawiera Bifida
Ferment Lysate (BFL), sktadnik aktywny stanowigcy mieszaning w postaci biofermentu
zawierajacy metabolity drobnoustrojow, fragmenty cytoplazmatyczne i sktadniki Sciany
komoérkowej i1 kompleks polisacharydowy otrzymany na drodze hodowli i inaktywacji
biomasy bakterii z rodzaju Bifidobacterium sp., ktorego udziat w procesie tworzenia
surowca polega na biosyntezie korzystnych dla skory substancji jak aminokwasy,
witaminy z grupy B czy zwiazki mineralne. Warto wskaza¢, ze stosowanie produktu ma
histori¢ w badaniach klinicznych, w ktorych stwierdzono, ze produkt jest przeznaczony
do stosowania miejscowego a stosowany w zelu jest bezpieczny i skuteczny w leczeniu
tagodnego lub umiarkowanego tradziku (Strugar 1 in., 2019). W innej pracy wykazano
wlasciwosci immunomodulujgce sktadnika BFL w odpowiedzi na stres oksydacyjny

indukowany przez H.0> (Wang i in., 2023).
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Rysunek 5. VICHY NORMADERM Phytosolution — krem korygujacy niedoskonalosci, dla skory
tradzikowej (www.vichy.com)

/ )
Kwas salicylowy Kwas hialuronowy Lizat fermentacyjny
pochodzenia naturalnego naturalnego pochodzenia produktu bakterii bifida

Zrédto: www.vichy.pl/pielegnacja-twarzy/phytosolution---krem-korygujacy-niedoskonalosci-do-skory-tradzikowej-normaderm

Sktad INCI:

AQUA / WATER - GLYCERIN - SALICYLIC ACID - ISONONYL ISONONANOATE - BUTYLENE GLYCOL - KAOLIN - ZINC SULFATE - BIFIDA
FERMENT LYSATE - SODIUM HYDROXIDE - SODIUM POLYACRYLATE - SODIUM HYALURONATE - SODIUM BENZOATE -
PHENOXYETHANOL - ASCORBYL GLUCOSIDE - CAPRYLYL GLYCOL - HYDROLYZED ALGIN - TRISODIUM ETHYLENEDIAMINE
DISUCCINATE - BIOSACCHARIDE GUM-1 - ACRYLATES/C10-30 ALKYL ACRYLATE CROSSPOLYMER - PARFUM / FRAGRANCE

Dane literaturowe dotyczace testow z wykorzystaniem produktu (Wang i in., 2023)
przedstawiaja wyniki randomizowanego badania prowadzonego w Hiszpanii i Polsce. Uzyskane
dane wskazuja, ze pielegnacja skory produktem w potaczeniu z kombinacja adapalenu i
nadtlenku benzoilu zapewnia lepsza skuteczno$¢ w niwelowaniu niepozadanych zmian u
dorostych kobiet z fagodnym tradzikiem. Publikacja zawiera istotne wyniki opisujace kluczowy
parametr jakim jest ilosciowy profil lipidowy. Wyniki badania pokazuja, ze funkcja bariery
skornej ulegta poprawie po 90 dniach codziennego stosowania testowej pielggnacji stanowigce;j
uzupehnienie ustalonej kombinacji 1 standardowego emolientu. Autorzy wskazuja, ze testowa
pielegnacja poprawita profil wolnych kwaséw tluszczowych, jednoczesnie przywracajac
rownowage profilu form rezerwowych odgrywajacych rolg w tagodzeniu dyskomfortu
skory. Nie zaobserwowano takiej poprawy w przypadku standardowego emolientu (wariant
kontrolny).

3. Tradzik — patofizjologia i terapia
3.1 Etiologia powstawania tradziku

Powszechnie uwaza si¢, ze u podloza przyczyn powstawania tradziku lezy wiele

szlakow molekularnych, z ktérych cztery uznano za najistotniejsze w patofizjologii tego

schorzenia. Sa to: nadmierne rogowacenie mieszkow wlosowych, nadmierna kolonizacja skory
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drobnoustrojami z gatunku Cutibacterium acnes, nadmierne wytwarzanie sebum i zlozone
mechanizmy zapalne z udziatem interleukiny-1 (IL-1) oraz czynnika martwicy nowotworu (ang.
TNF, Tumor Necrosis Factor). W rekomendacjach terapeutycznych podkresla sie, ze tradzik
jest przede wszystkim chorobg o podlozu zapalnym. Koncepcja ,,subklinicznego stanu
zapalnego” 1 jego wplywu na rozwdj oraz progresj¢ zmian tragdzikowych w powigzaniu z
kaskada reakcji procesu zapalnego stanowig gldéwny mechanizm w nowym rozumieniu
patogenezy tradziku. Badania prowadzone przez Jeremy 1 in. (2003) wskazaly na nowe
elementy dotyczace koncepcji wezesnego przedklinicznego stanu zapalnego w tradziku, ktory
zazwyczaj utrzymuje si¢ przez caly cykl zycia zmiany tragdzikowej. Badacze udokumentowali
przedzmianowg, folikulocentryczna faze zapalng tradziku, o czym $wiadczy wyraznie
zwigkszona liczba limfocytow T CD4+; liczba makrofagéw; zwigkszona ekspresja
okotopecherzykowej IL-1 i zwickszenie ekspresji genéw zwigzanych z syntezg naskorkowej a-
integryny. Poziom tych komoérek i mediatoréw zapalnych jest podwyzszony zaréwno w skorze
normalnej, jak i we wczesnych grudkach u 0séb z tradzikiem, w pordwnaniu z prawidtowa skorg
0sob bez tradziku. Dodatkowo u os6b z tradzikiem w zmianach wystepowato zwigkszone
stezenie mediatordw stanu zapalnego w poréwnaniu ze skorg niezaj¢ta zmianami.

Inng przyczyna powstawania zmian tradzikowych jest nieprawidlowe ztuszczanie si¢
naskorka w okolicy mieszkow wlosowych, ktore prowadzi do niedroznosci kanatu wiosowo-
tojowego. Chociaz istnieje wzajemne oddzialywanie miedzy czynnikami patogenetycznymi,
prawdopodobnie najwazniejsze jest nieprawidtowe rogowacenie, ztuszczanie i przerost oraz
aktywno$¢ gruczotéw tojowych. Uwaza si¢, ze wszystkie te czynniki razem wywotuja
mikrozaskornik, stanowigcy poczatkowo kosmetyczny prekursor wszystkich zmian
tradzikowych. Mikrozaskornik stwarza bowiem warunki patofizjologiczne do zaczopowania
tresci toju w gruczole tojowym, wydzielanego pierwotnie w celach fizjologicznych na
powierzchni¢ poletek skory, w celu utrzymania prawidlowych parametrow biofizycznych

bariery naskorkowej (Tanghetti, 2013).
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Rysunek 6. Powierzchnia naskérka z obrazowaniem stanu gruczoléw lojowych oraz bez oceny
plynnosci sebum w poletkach skéry. Ocena predyspozycji do mikrozaskérnikéw po eksfoliacji sebum
(metoda wlasna). Okolica przynosowa policzka - mikrokamera DinoCapture.

Fot. Ewa Kilian-Pigta Centrum Dermatologii Symbiosis 2023.

Zwezone ujscie gruczotéw tojowych,
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Rysunek 7. Zdjecie powierzchni naskérka zdrowego z obrazowaniem stanu powierzchni
gruczolow lojowych oraz predyspozycji do zaburzen lipidomiki oraz tworzenia mikrozaskdérnika bez
eksfoliacji sebum. Okolica przynosowa policzka - mikrokamera DinoCapture.

Fot. Ewa Kilian-Pigta Centrum Dermatologii Symbiosis 2023.

Ujscia  gruczotéw tojowych z
zawartoscig pociemniatej
kolorystycznie tresci w kontrascie
% do pozostatego obszaru skory.
Okolica czesciowo zaczopowanego
sebum, predyspozycja do zaburzen
lipidomiki, dysbiozy,
mikrozaskornikéw

Poletka powierzchni naskérka z
czesciowo  ptynnym  sebum,
utrzymujace parametry biofizyczne

naskérka.  Predyspozycja  do
zaburzen lipidomiki oraz dysbiozy,
zalezna od rodzaju pielegnacji.

CENTRUM LABORATORIUM | BIOTECHNOLOGIA
SYMBIOSIS

e Sebum

Nadprodukcja sebum jest kluczowa w kontekscie predyspozycji do powstawania oraz
rozwoju tradziku. Zwigkszone wydzielanie sebum jest jednym z najwazniejszych czynnikow
wplywajacych na patogenezg¢ tradziku. Potwierdzona jest dodatnia korelacja pomiedzy

szybkoscia wydzielania sebum a liczbg mikrozaskornikow oraz nasileniem zmian
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tradzikowych. Ponadto zaburzenie sktadu ptaszcza lipidowego skory jest waznym czynnikiem
patogennego dziatania sebum. Niedobor kwasu linolowego, wzrost stezenia wolnych kwasow
tluszczowych i peroksydacja skwalenu zalicza si¢ do czynnikow wywotujacych tradzik.
Niezrownowazony stosunek trdjglicerydow do estrow woskow oraz wyzszy poziom
jednonienasyconych kwasow thuszczowych charakteryzuja sebum tradzikowe. Pte¢ oraz gestosé
umiejscowienia gruczoldw lojowych 1 receptoréw hormonalnych prawdopodobnie przyczynia
si¢ do powstawania réznych typoéw tradziku. Rozmieszczenie sebum na twarzy jest wowczas
nierownomierne, z wigkszg intensywnoscig w strefie T (czolo-nos-podbroédek) w poréwnaniu
do strefy U (kosci policzkowe-policzKi-szczeka) (Li i in., 2017).

Okoro iin. (2021) przeprowadzili badania nad sktadem sebum i wykazali, Zze kontrastuje
on z przypadkowymi pomiarami poziomu sebum oznaczonymi za pomocg Sebumetru w tych

samych miejscach skory u pacjentdéw w podobnym wieku oraz tej samej plci (Rys. 8).

Rysunek 8. Mapy cieplne - proporcji lipidow oznaczonych ilo§ciowo (w ug) w sebum pobranym za pomoca
plastrow Sebutape z czola (A) i policzkéw (B). Trojglicerydy (TG), estry woskéw (WE) i estry cholesterolu

(CE) oznaczono za pomoca HPTLC (wysokosprawne chromatografia cienkowarstwowa), podczas gdy wolne

kwasy tluszczowe (FFA), alkohole tluszczowe (FOH), skwalen i cholesterol oznaczono iloSciowo za pomoca
GCMS (chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometriag mas) (Okoro i in., 2021)

A I Forehead B I . Cheek
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Badania poréwnujace ocen¢ instrumentalng natluszczenia naskérka z ilosciowym skladem
sebum sg kluczowe w ocenie parametréw biofizycznych naskorka. Dlatego tak wazne jest, aby
podczas opracowania receptury kosmetykéw przeznaczonych do pielggnacji skory poddanej
leczeniu retinoidami, uwzgledni¢ dane literaturowe dotyczace zaburzenia sktadu sebum przed,
w trakcie oraz po zakonczonej kuracji. Autorzy badania podkreslaja, ze ogdlne wyniki wskazaty
na wyzsze wydzielanie sebum u pacjentdw z tradzikiem w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Ponadto wigksza ilo§¢ sebum w tradziku zawierata inne proporcje i charakteryzowata sig¢
znacznie wyzszym poziomem poszczeg6Olnych lipidow, tj. skwalenu, cholesterolu, wolnych
kwasow thuszczowych, triglicerydow i estrow woskow (Rys.8). Poziom nieutlenionego
skwalenu korelowat dodatnio z liczbg zmian oraz wystepowaniem nadtlenku skwalenu oraz
wyczerpaniem si¢ witaminy E w sebum w obszarze zmian tradzikowych. Ta istotna informacja
wydaje si¢ by¢ jedng z kluczowych przy projektowaniu kosmetykow przeznaczonych do
pielegnacji cery tradzikowej oraz przy doborze metody leczenia dermatologicznego w
polaczeniu z pielegnacja. Na szczegdlne uwzglednienie zashuguja wskazania do uzycia
dodatkow o potencjale antyoksydacyjnym, co w konsekwencji zapewnia dziatanie ochronne.

Autorzy wykazali, ze sposrdd wolnych kwasow thuszczowych w sebum tradzikowym wigkszo$¢
stanowily te o rozgalgzionych taficuchach. Na ich poziom wptywa wiele czynnikéw, takich jak
synteza de novo przez warstwe ziarnista naskorka (fac. stratum granulosum), metabolizm
drobnoustrojow skornych i dieta. Obecny w sebum tragdzikowym kwas propionowy jest
wytwarzany albo w wyniku metabolizmu drobnoustrojow, albo katabolizmu aminokwaséw
(Crown i in., 2015). Kwas walerianowy jest prekursorem nieparzystych, prostych tancuchow
C13:0, C15:0, C17:0, ktoérych stezenie uznano za jedne z najbardziej podwyzszonych przy
zmianach tragdzikowych. Zwigkszona aktywnos$¢ desaturazy kwasow thuszczowych prowadzaca
do wyzszego stosunku C16:1/C16:0 zostata powigzana z inicjujacymi tradzik skutkami diety o
wysokim fadunku glikemicznym (Smith 1 in.,2008)). Obnizone st¢zenie kwasu linolowego
zostato odnotowane nie tylko przez powyzej cytowanych autoréw, ale réwniez w innych
pracach (Downing i in., 1986). Wyzsze poziomy skwalenu i mniejsze cholesterolu w tradziku
sugerujag hamowanie biosyntezy cholesterolu przez skwalen. Warto zaznaczy¢, ze juz w 1995
wykazano dziatanie absorbujgce skwalenu w stosunku do anionow ponadtlenkowych w
keratynocytach narazonych na dzialanie stresu oksydacyjnych, co sugeruje ochronng rol¢ tej
czasteczki, dzialajacej w potaczeniu z dysmutaza ponadtlenkowg w warunkach stanu zapalnego
(Aioi i in., 1995). Jednak warto zaznaczy¢, ze gromadzenic nadtlenku skwalenu moze
indukowa¢ odpowiedz zapalng keratynocytow poprzez aktywacje enzymu lipooksygenazy

zdolnego do  wytwarzania  sprz¢zonych  wodoronadtlenkéw  poprzez  utlenianie
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wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Ponadto obserwowana jest wicksza produkcja
cytokin prozapalnych takich jak IL-6. Inni naukowcy zbadali role utlenionego skwalenu w
rozwoju stanu zapalnego (Ottaviani i in., 2006). W tym celu lini¢ komorkowa ludzkich
keratynocytow HaCaT potraktowano utlenionym skwalenem. Wyniki wykazaly, Zze skwalen
stymulowal proliferacje komorek 1 aktywnos¢ lipooksygenazy. Ponadto zaobserwowano
wzmocnienie NF-kB, kompleksu biatkowego funkcjonujacego jako czynnik transkrypcyjny
regulujacy odpowiedz immunologiczng na infekcje, a nastepnie wzrost ekspresji gendéw i
wydzielania prozapalnej cytokiny IL-6 oraz wywotanie odpowiedzi hiperproliferacyjnej
keratynocytow kanatow lojowych. Zatem nadtlenek skwalenu odgrywa wazng role w
patogenezie tradziku, wywierajac dziatanie prozapalne na jednostke wtosowo-tojowa.
e Keratynizacja

Zmiany w keratynizacji ujs¢ gruczoldw tojowych i mieszkow wltosowych sg integralng
czgscig patogenezy tradziku. Wystepuja w subklinicznych, ,kosmetycznych” stadiach
tworzenia si¢ zmian tradzikowych w postaci mikrozaskornikow. Filagryna jest kluczowym
bialkiem budujagcym naskorek, przyczyniajacym si¢ do strukturalnej i funkcjonalnej
integralnosci stratum corneum. Jedng z przyczyn zmian tradzikowych lub konsekwencji
mikrozaskornikow jest wzrost koncentracji filagryny w keratynocytach utozonych wzdtuz
$ciany mieszkow wlosowych. Wykazano réwniez, ze bakterie Propionibacterium acnes
(obecnie Cutibacterium acnes) stymulujg synteze filagryny w keratynocytach, a takze w
eksplantach ludzkiej skory (Jarrousse i in., 2007). Co wazne, nie wiadomo, czy zmiany w
ekspresji genéw zwigzanych z biosynteza filagryny odnotowane przy tradziku sg zdarzeniami
pierwotnymi czy wtornymi. Interesujgca jest sugerowana koncepcja moéwigca, ze zmniejszona
zdolno$¢ do syntezy filagryny w wyniku mutacji genetycznej bezposrednio koreluje z mniejsza
zdolnos$cia do tworzenia zmian tradzikowych. Jednakze dotychczasowe badania nie dostarczajg
przekonujacych dowodow jednoznacznie potwierdzajacych te hipotezg (Fourniére i in., 2020).

Korneocyty to martwe komorki, zlokalizowane w warstwie rogowej naskorka. Sa
splaszczone 1 pozbawione jader. Stanowig koncowy efekt procesu rogowacenia. Korneocyty
polaczone sa ze sobg za pomoca korneodesmosoméw. W procesie samoziuszczania skory
zachodzi ,,rozpad korneodesmosomoéw” i nastepuje uwolnienie korneocytow z powierzchni
naskorka. Proces ten jest regulowany przez proteazy serynowe. Inhibitory proteazy serynowej
obejmujg izoformy inhibitora limfonabtonkowego typu Kazal (LEKTI). Kalikreina (KLK
podgrupa zewnatrzkomdrkowych proteaz serynowych) oddziela si¢ od swoich inhibitorow
LEKTI ze wzgledu na niski odczyn pH na powierzchni naskérka. Nastgpuje rozszczepienie

zewnatrzkomorkowych czesci korneodesmosomu 1 korneocyty zostaja usunigte. Skora sktonna
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do tradziku znajduje si¢ w cigglym stanie subklinicznego stanu zapalnego, ktérego nasilenie
moze wzrosng¢ w przypadku nalozenia si¢ jednego lub wigkszej liczby wymienionych
wczesniej patomechanizmdéw np. zaburzonego sktadu sebum, zwigkszonej biosynezy filagryny
oraz rogowacenia naskorka zaleznego od odczynu pH na jego powierzchni. Ponadto u
pacjentow z tradzikiem obserwuje si¢ rowniez zmiany w funkcjonowaniu i integralnosci bariery
skornej (Stalder i in., 2014).
e Odczyn pH

Kwasny odczyn catej powierzchni skory po raz pierwszy zostat wykazany przez Heuss
w 1892 roku. Natomiast pierwsze badanie naukowe dotyczace odczynu pH powierzchni skory
przeprowadzili Schade 1 Marchionini juz w 1928 r., nazywajac je ,,ptaszczem kwasowym”
(Surber i in., 2018). Wczesniej uwazano, ze pot ekrynowy zawierajgcy kwas mlekowy jest
glownym czynnikiem determinujagcym kwasne pH warstwy rogowej naskorka. Jednak to wolne
kwasy tluszczowe, bedace donorami protonow, powstajace w wyniku hydrolizy mastowej min.
fosfolipidow naskorka, odgrywaja wazna role w procesie zakwaszania. Aktywnos$¢ lipolityczna
drobnoustrojow i gruczotéw tojowych prowadzi do biosyntezy kwaséw thuszczowych, ktore
gromadza si¢ na powierzchni skory, przyczyniajac si¢ do jej zakwaszenia. Ponadto kwas
urokanowy wytwarzany w wyniku metabolizmu histydyny ma wplyw nie tylko na odczyn pH,
ale rowniez na fotoprotekcj¢ naskorka (Krien I in., 2000; ). Oprocz wspomnianych wczesniej
mechanizmoéw pasywnych, aktywne szlaki wymagajace energii, takie jak te zwigzane z
utrzymaniem prawidlowego stezenia jondw sodu 1 wodoru, wptywaja na pH skory. Zmiana
prawidlowego pH skory w kierunku zasadowym przyczynia si¢ do dysfunkcji bariery
ochronnej, predysponuja skore do szeregu dermatoz zapalnych i infekcyjnych, w tym tradziku
pospolitego. Odczyn pH skéry ma bezposredni wplyw na keratynizacje mieszkéw
wlosowych. Keratynizacja naskorka wymaga dziatania kilku enzymow zaleznych od
pH. Enzymy [-glukocerebrozydaza i kwasna sfingomielinaza biorg udziat w syntezie
ceramidéw 1 wymagaja odczynu pH w zakresie 5,6-4,5. Tworzenie i przetwarzanie struktur
lameralnych w naskoérku zachodzi w srodowisku kwasnym i dezorganizuje si¢ w $§rodowisku
zasadowym (Novackova i in., 2021). Krotkotrwaty wzrost pH w kierunku neutralnym jest
powigzany z aktywacja proteaz serynowych biorgcych udziat w fizjologicznym ztuszczaniu sie
naskorka poprzez degradacje desmogleiny (mieszanina kadheryn 1 glikoprotein bioracych
udzial w tworzeniu desmosoméw laczacych komorki naskorka). Utrzymujaca si¢ aktywnosé
proteazy serynowej, ze wzgledu na stale podwyzszone pH, moze hamowac¢ wydzielanie ciatek
blaszkowatych (keratynosomy bogate w ceramidy oraz fosfolipidy tworzace spoiwo

miedzykomorkowe) i stymulowa¢ hiperproliferacj¢ naskorka (Hachem i in., 2021; Giuseppe |
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in., 2021). Ciatka blaszkowate (keratynosomy) znajduja si¢ w ziarenkach keratohialiny i
wypehlniaja komorki tworzace warstwe ziarnista naskorka. Wydzielane sa do przestrzeni
miedzykomorkowych podczas obumierania keratynocytow, produkujac lipidy tworzace spoiwo
mi¢dzykomorkowe w warstwie rogowej w trakcie koncowego etapu rogowacenia
naskorka. Parakeratoza pecherzykowa (patologiczne rogowacenie, obecno$¢ jadrzastych
keratynocytow w warstwie rogowej bezjadrzastych komodrek naskorka) jest obserwowana w
sktonnych do tradziku obszarach twarzy dorostych, wystepuje w nastepstwie rozrostu naskorka
i moze by¢ konsekwencja nieprawidlowego pH. Fizjologiczne dziatanie bakteriobojcze na
powierzchni naskorka zachodzi przy pH réwnym 5,5; dzigki obecnosci 1 aktywacji dermicydyny
oraz azotynow obecnych w pocie. Wraz ze wzrostem pH skéry zmianie ulega mikrobiota skory,
zwlaszcza w zakresie przedstawicieli z gatunkow Cutibacterium acnes i Staphylococcus
aureus, ktorych populacja wzrasta wraz z ograniczong aktywnoscig peptydoéw
przeciwdrobnoustrojowych (Weller i in., 2001).
e Cutibacterium acnes jako czynnik patofizjologiczny tradziku

Coraz wigcej danych literaturowych wskazuje na powigzanie stanu dysbiozy mikrobioty
skory z patofizjologia tradziku. Szczegdlne znaczenie nadaje si¢ bakteriom z gatunku C. acnes.
Sa to litofilne, Gram-dodatnie mikroorganizmy stanowigce oportunistyczng mikrobiote skory.
Dominujg w okolicach gruczotéw lojowych, w miejscach charakteryzujacych si¢ wysokim
stezeniem lipidow oraz wilgotnych (Platsidaki i Dessinioti, 2018). Dane literaturowe wskazuja
na terapeutyczne efekty zwigzane z redukcja populacji bakterii z gatunku C.
acnes (bezposrednio przez antybiotyki lub posrednio przez retinoidy hamujace wytwarzanie
sebum). Literatura wskazuje na koncepcj¢ dysbiozy populacji C. acnes na skorze dotknigtej
tradzikiem w poréwnaniu ze skorg normalng (Arjun i in., 2020). Nalezy podkresli¢, ze C. acnes
jest gatunkiem zdolnym do biosyntezy lipaz, ktore moga hydrolizowac tréjglicerydy do kwasoéw
thuszczowych. Zidentyfikowano  miedzy  innymi  enzymy  zaliczane do lipaz
triacyloglicerolowych (GehA i GehB) (Falcocchio i in., 2006). Oprocz zdolnosci do hydrolizy
lipidow, gatunek ten wykazuje zdolnos¢ do syntezy enzymdw metabolizujacych glikolipidy. W
lejku mieszkoéw tojowych zidentyfikowano dwie endoglikoceramidazy wytwarzane przez C.
acnes. Zaktada si¢, ze biatka te aktywuja hydroliz¢ wigzan glikozydowych pomigdzy
oligosacharydami i1 ceramidami glikosfingolipidow, co moze odgrywaé¢ kluczowa role w
utrzymaniu bariery lipidowej w kopercie rogowej korneocytow. Na tej podstawie mozna
postawic hipotezg, ze C. acnes moze metabolizowa¢ glikosfingolipidy (np. gangliozydy) w celu
uzyskania dostepu do weglowodanow jako sktadnikéw odzywczych (Mayslich 1 in., 2021).

Ponadto krotkotancuchowe kwasy tluszczowe sg wytwarzane przez C. acnes podczas
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aktywnosci fermentacyjnej, ktora zachodzi na powierzchni naskorka. Kwas propionowy, kwas
octowy, kwas mastowy i kwas walerianowy sg wytwarzane przez C. acnes, w szczegdlnosci w
obecnosci gliceryny, ktora stanowi zrodto pokarmu dla drobnoustrojow (Shu i in., 2013). Prace
Shuiin. (2013) oraz Wang i in. (2018) donosza, ze krotkotancuchowe kwasy tluszczowe moga
hamowac¢ wzrost i nadmierng kolonizacje bakterii z gatunku Staphylococcus aureus. Nakamura
i in. (2020) podali, ze krotkotancuchowe kwasy tluszczowe wytwarzane przez C. acnes moga
hamowac¢ tworzenie biofilmu przez Staphylococcus epidermidis, cho¢ mechanizm nie jest dotad
poznany. Sanforda i in. (2019) podaja natomiast, ze krotkotancuchowe kwasy thuszczowe
syntetyzowane przez C. acnes moga mie¢ niekorzystny wptyw na funkcj¢ barierowg skory.
Kwasy w okre§lonych warunkach moga hamowa¢ aktywno$¢ deacetylazy histonowe] w
keratynocytach, co w konsekwencji nasila produkcje cytokin. Dlatego istotne jest, aby podczas
leczenia tradziku uwzgledni¢ profil sktadu lipidow obecnych w formule lekow oraz
kosmetykow stosowanych miejscowo.

Inny mechanizm zwigzany z obecnoscig C. acnes dotyczy wytwarzania porfiryny w
szlaku biosyntezy witaminy B12 (kobalaminy). Bakterie wymagaja obecnos$ci kobalaminy jako
kofaktora wielu reakcji enzymatycznych, m.in. dla aktywnosci mutazy metylomalonylo-CoA,
kluczowego enzymu w cyklu Wooda-Werkmana, ktory prowadzi do biosyntezy propionianu.
Podczas syntezy kobalaminy moga gromadzi¢ si¢ rdzne czasteczki prekursorowe, takie jak
protoporfiryna X, uroporfiryna Il i koproporfiryna Il (Shu i in., 2013). W warunkach
beztlenowych wydaje si¢, ze dominuje protoprofiryna IX, podczas gdy w warunkach tlenowych
wystepuje w wigkszej ilosci koproporfiryna I11. 1lo$¢ wytwarzanych porfiryn przez C. acnes jest
szczepozalezna (Shu i in., 2013) Jako dzialanie niepozadane koproporfiryna III moze
indukowac¢ agregacje S. aureus i inicjowac tworzenie biofilmu). Ponadto koproporfiryna III
moze wyzwala¢ produkcje cytokin w narazonych na czynnik stresowy komoérkach naskorka
(Wollenberg i in., 2014).

Dodatkowo bakterie z gatunku C. acnes sa zdolne do biosyntezy dwoch bakteriocyn -
acneciny i tiopeptydu kumycyny. Acnecin to zwigzek, ktory zostat zidentyfikowany w 1978 r.,
ale od tego czasu doniesiono jedynie, ze Acnecin ma dziatanie wylacznie bakteriostatyczne, a
nie bakteriobojcze. Natomiast tiopeptyd kumycyny zidentyfikowano niedawno dzigki
genomicznym badaniom poréwnawczym. Wykazano, ze peptyd ten skutecznie eliminuje
bakterie z gatunku S. epidermidis, zapewniajac w ten sposob C. acnes przewage

konkurencyjng w procesie kolonizacji skory (Fujimura i Nakamura, 1978).
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4. Retinoidoterapia
4.1 Retinoidy jako leki

Retinoidy to grupa lekéw, pochodnych witaminy A, dostgpnych w postaci kapsutek do
przyjmowania doustnego lub kremow i zeli do stosowania na skore. Retinoidy przyjmowane
doustnie stosuje si¢ w leczeniu roznych postaci ciezkiego tradziku, cigzkiego wyprysku dloni,
ktory nie reaguje na leczenie kortykosteroidami, cigzkich postaci tuszczycy 1 innych chordb
skory, a takze niektorych rodzajéw nowotworow skory. Do retinoidow zaliczaja si¢ takie
substancje czynne jak acytretyna, adapalen, alitretynoina, beksaroten, izotretynoina, tazaroten i
tretynoina.

Retinoidy stosowane na skore stosuje si¢ w leczeniu réznych schorzen skory, w tym
tagodnego 1 umiarkowanego tradziku (Motamedi 1 in., 2021). Mechanizm dzialania retinoidow
polega na swoistym dziataniu przez wigzanie si¢ z receptorami znajdujacymi si¢ w jadrze
komorkowym. Wyr6zniamy dwa mechanizmy dziatania ze wzgledu na rodzaj receptoréw: RAR
(ang. Retinoic Acid Receptor), ktore sa receptorami dla kwasu retinowego oraz RXR (ang.
Retinoic X Receptors) bedace receptorami retinoidowymi X. Tretynoina, izotretynoina i
tazaroten wigzg si¢ z receptorami RAR, natomiast alitretynoina zardéwno z RAR, jak 1 RXR.
Beksaroten jest selektywnym agonista RXR. Poprzez wigzanie RAR retinoidy wplywaja na
ekspresje gendw zaangazowanych w fizjologiczne procesy proliferacji komoérek nablonkowych
migdzy innymi keratynocytdw oraz sebocytow - kluczowych w patogenezie powstawania
tradziku oraz na aktywacje¢ lub tlumienie proceséw zapalnych. Ponadto normalizujg
nieprawidlowe zhuszczanie komorek naskorka w tradziku poprzez przyspieszenie proliferacji
nabtonka mieszkowego i przyspieszenie ztuszczania korneocytéw, ktdre prowadzi do wydalenia
dojrzatych zaskornikow i zahamowanie tworzenia si¢ mikrozaskornikow (Motamedi i in.,
2021).

Retinoidy zostaty dopuszczone do obrotu w wielu panstwach cztonkowskich UE, jednak
w przypadku kobiet w cigzy musza by¢ stosowane zgodnie z warunkami nowego programu
zapobiegania cigzy (kobiety w wieku rozrodczym musza stosowaé skuteczng metodg
antykoncepcji przez 1 miesiagc przed rozpoczgciem leczenia, podczas leczenia i 1 miesigc po
jego zakonczeniu). Rowniez retinoidy w stosowaniu miejscowym nie moga by¢ stosowane
przez kobiety ciezarne 1 kobiety planujace dziecko.

Alitretynoina zostata dopuszczona na szczeblu centralnym (pozwolenie Komisji
Europejskiej) jako lek Panretin do leczenia zmian skérnych u pacjentéw z AIDS i migsakiem
Kaposiego. Beksaroten zostal dopuszczony do obrotu w drodze procedury centralnej jako

Targretin do leczenia chloniaka skory z komorek T (CTCL, rzadki nowotwor tkanki

26



limfatycznej). W przypadku retinoidow stosowanych miejscowo (adapalen, alitretynoina,
izotretynoina, tazaroten i tretynoina) dostepne dane wedlug EMA - Europejskiej Agencji Lekow
wskazujg, ze wchlanianie ogolnoustrojowe po zastosowaniu miejscowym jest znikome i jest
mato prawdopodobne, ze produkty te spowoduja uszkodzenie plodu w przypadku
cigzarnych. Jednakze, jako $rodek ostroznos$ci, réwniez miejscowe stosowanie retinoidow jest
przeciwwskazane u kobiet w ciazy 1 kobiet planujacych cigze. Z innych dziatan niepozadanych
u pacjentow przyjmujacych doustne retinoidy rzadko zglaszano przypadki depresji, leku
poglebionego przez depresje i zmiany nastroju.

Europejska Agencja Lekow (ang. EMA - European Medicine Agency) zapewnia oceng
naukowa, nadzér i monitorowanie bezpieczenstwa produktow leczniczych stosowanych u ludzi
1 do celow weterynaryjnych w UE. Do gtownych zadan Europejskiej Agencji Lekoéw nalezy
dopuszczanie do obrotu produktéw leczniczych w UE 1 ich kontrolowanie. Przedsigbiorstwa
farmaceutyczne sktadaja do EMA wniosek o pozwolenie na dopuszczenie do obrotu danego
produktu leczniczego. Pozwolenia wydaje Komisja Europejska. Przedsigbiorstwa, ktére
otrzymaja takie pozwolenie, moga wprowadza¢ dany produkt leczniczy do obrotu w catej UE,
a takze w panstwach EOG (kraje objete europejskim obrotem gospodarczym lekéw). Z uwagi
na szeroki zakres scentralizowanej procedury, wigkszo§¢ innowacyjnych lekéw
wprowadzanych do obrotu w Europie jest zatwierdzanych przez EMA. Przeglad dotyczacy
bezpieczenstwa lekéw zawierajacych retinoidy wszczeto w dniu 8 lipca 2016 r. na wniosek
Wielkiej Brytanii na podstawie art. 31 dyrektywy 2001/83/WE . Przeglad zostal najpierw
przeprowadzony przez Komitet ds. oceny ryzyka w ramach Nadzoru nad Bezpieczenstwem
Farmakoterapii, ktory wydal zbior zalecen. Zalecenia zostaly przestane do Komitetu ds.
Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi i ostatecznie zaakceptowane. Opinia Komitetu
ds. Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi zostata przekazana do Komisji Europejskie;j,
ktéra w dniu 21.06.2018 r. wydala ostateczng, prawnie wigzaca decyzje obowiazujaca we
wszystkich panstwach cztonkowskich UE. Europejska Agencja Lekéw zakonczyla przeglad
lekow zawierajacych retinoidy i1 potwierdzita, Zze konieczna jest aktualizacja fragmentu
dotyczacego $rodkéw zapobiegania cigzy. Ponadto ostrzezenie dotyczace mozliwosci
wystapienia zaburzen neuropsychiatrycznych (depresja, stany lgkowe 1 zmiany nastroju) ma
zosta¢ zawarte w drukach informacyjnych dotyczacych przepisywania retinoidow doustnych.

e Leczenie tradziku retinoidami

Eksperckie grupy lekarzy specjalistow z zakresu dermatologii zajmujacych si¢

tradzikiem konsekwentnie rekomenduja, aby pacjenci byli leczeni kombinacja retinoidoterapii

I terapii przeciwdrobnoustrojowej. Najnowsze wytyczne Amerykanskiej Akademii
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Dermatologicznej (AAD - Guidelines of care for the management of acne vulgaris
Publication: Journal of the American Academy of Dermatology, Publisher: Elsevier, Date: May
2024 American Academy of Dermatology, Inc.) i Europejskiego Forum Dermatologicznego
(EDF) zgadzaja si¢, ze retinoidy odgrywaja zasadnicza role w leczeniu tej szeroko
rozpowszechnionej choroby. AAD stwierdza, ze retinoidy sg podstawg micjscowej terapii
tradziku, poniewaz dziatajag komedolitycznie, usuwajg prekursorowe mikrozaskorniki 1 dziataja
przeciwzapalnie. Pomimo jednolitych zaleceh dotyczacych miejscowego stosowania
retinoidow, niedawno badanie praktyki przepisywania retinoidow w latach 2012-2014
wykazalo, ze dermatolodzy przepisywali retinoidy zaledwie w niespetna 60% przypadkow,
podczas gdy ,,niedermatolodzy” przepisywali je tylko w 32 % (Galderma International).

Jednym z wazniejszych lekow nalezacych do retinoidéw stosowanych w leczeniu
tradziku jest izotretynoina (kwas 13- cis -retinowy, 13- cis RA). Izotretynoina jest retinoidowa
pochodng witaminy A stosowang w leczeniu cigzkiego, opornego tradziku. Pierwszy produkt
zawierajacy izotretynoine zostat zatwierdzony przez FDA 7 maja 1982. Izotretynoina to lek,
ktéry jako jedyny wplywa na wszystkie czynniki etiologiczne zwigzane z tradzikiem a
mechanizm dziatania jest zwigzany z wplywem na progresje cyklu komorkowego, roznicowanie
i apoptoze komorek (Sapana Desai i Adam Friedman, 2024).

[zotretynoina zmniejsza wydzielanie sebum juz po 2 tygodniach stosowania. Dawka
0,5-1,0 mg/kg/dobe radykalnie zmniejsza wydzielanie sebum o okolo 90% w ciggu 6
tygodni. W przeciwienstwie do tretynoiny (kwas all-trans-retinowego), izotretynoina ma
niewielka lub Zzadng zdolno$¢ wigzania si¢ z komoérkowymi biatkami wigzacymi retinol lub
receptorami jadrowymi kwasu retinowego (RAR i RXR), ale moze dziala¢ jako prolek, ktory
jest przeksztalcany wewnatrzkomérkowo do metabolitow. Z tej obserwacji wynika, ze lek
wywiera szybki i silny wplyw na hamowanie wytwarzania sebum. Badania majace na celu
wyjasnienie mechanizmu dzialania tego leku, wskazuja, ze w czasie jego stosowania dochodzi
apoptozy komorek tojowych, co w konsekwencji ogranicza produkcje sebum (Nelson i in.,
2006). Analiza ekspresji genow w skorze pacjentow z tradzikiem wskazata, ze lipokalina 2,
ktéra koduje zelatynazg neutrofilowa, jest jednym z gendéw o najwyzszym poziomie ekspresji
po tygodniu leczenia izotretynoing, a traci takg aktywno$¢ po 8 tygodniach po zaprzestaniu
terapit  (Nelson 1 in., 2006). Obserwacje naukowcoéw wskazuja zatem, ze zelatynaza
neutrofilowa posredniczy we wezesnym dzialaniu izotretynoiny na gruczoty tojowe.

Terapia izotretynoing polega na podaniu doustnym. Metabolizm leku zachodzi
W watrobie z udziatem cytochromu P-450, a gldownym metabolitem jest 4-0kso-izotretynoina.

Okoto 20-30% dawki ulega metabolizmowi na drodze izomeryzacji do tretynoiny. Wydalanie
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nastgpuje zmoczem ikalem. Waznym parametrem farmakokinetycznym jest czas
polowicznego rozpadu. Oznacza on czas, po uplywie ktdrego stezenie izotertynoiny we krwi
zmniejsza si¢ do potowy. W przypadku zwigzku wyjsciowego czas ten wynosi 19 h, a glownego
metabolitu 29 h. Po zakonczeniu leczenia stezenie retinoidow wraca do poziomu
fizjologicznego po okoto 2 tygodniach. W przypadku stosowania zewngtrznego lek wchtania
si¢ wewnatrzustrojowo w bardzo niewielkich stezeniach.

Dawkowanie leku jest ustalane indywidualnie, najczesciej 1-2 razy na dobe, po positku,
w dawce 0,5 — 1,0 mg/kg mc./d. Zwigkszenie dobowej dawki nie pozwala na uzyskanie
dodatkowych korzysci. Leczenie trwa 1624 tygodni (Sapana Desai i Adam Friedman, 2024).
W Polsce stosowanych jest kilka preparatow zawierajacych izotretynoing, takich jak
Aknenormin 10 mg i 20 mg, Curacne 5 mg, 10 mg, 40 mg i Izotek 10 mg i 20 mg.

Wskazaniem do stosowania izotretynoiny sa ci¢zkie postacie tradziku (tradzik guzkowy,
skupiony lub tradzik zryzykiem powstania trwatych blizn) oporne na leczenie lekami
przeciwbakteryjnymi dziatajagcymi ogdlnie oraz lekami stosowanymi miejscowo. W czasie
terapii obserwuje si¢ objawy niepozadane zwigzane z hiperwitaminozg witaminy A jak suchos$¢
skory, wysychanie bton §luzowych nosa 1 gardla, zapalenie czerwieni wargowej, sucho$¢ oczu
z zapaleniem spojowek iodwracalne zmetnienie rogowek, nietolerancja soczewek
kontaktowych (Sapana Desai i Adam Friedman, 2024).

Warto rowniez doda¢, ze globalny rynek produktéw przeciwtradzikowych jest
podzielony wedlug rodzaju branzy tj. farmakologiczna (leki) i niefarmakologiczna (kosmetyki).
Wielkos¢ §wiatowego rynku leczenia tradziku zostata wyceniona na 10,8 miliarda USD w 2022
roku. Przewiduje si¢, ze warto$¢ ta wzrosnie do 11,9 mld USD w 2024 roku ido 15,7 mld USD
w roku 2030. Kluczowe marki objete raportem globalnego roku kosmetykéw do pielegnacji
cery tradzikowej to Higher Education Skincare, The Proactiv Company Sarl, Vichy
Laboratories, Glexon Healthcare, La Roche-Posay, L'OREAL SA , Xieon Life Sciences
Pvt. Ltd., Urban Skin Rx, Dr. Jart+, COSRX, Johnson & Johnson Services, Inc., Clinique
Laboratories, llc, Anacalima, Sesderma, Deciem Beauty Group Inc., Unilever, HUM Nutrition,
Inc., GALDERMA, Murad LLC, Circumference Inc., ROHTO Pharmaceutical Co., Ltd. i
KOSE Corporation (Phagare, 2024).
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Rysunek 9. Prognozy rynku produktéw do tradziku na lata 2021-2028 z podzialem na leki
i produkty kosmetyczne (Phagare, 2024).
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4.2 Retinoidy w kosmetyce

Naskorek cztowieka zawiera dwie gltowne formy witaminy A - retinol i estry
retinylu. Witamina A jest magazynowana w keratynocytach, a powstaje w reakcji estryfikacji
retinolu do estrow retinylu, katalizowanej przez acetylotransferaz¢ acylo-CoA i
acylotransferaze lecytynowo-retinolowa. Ekspresja genow zwigzanych z syntezg tych bialek
enzymatycznych jest modulowana przez promieniowanie UV. Z drugiej strony retinol jest
,prowitaming” kwasu retinowego, utlenia si¢ do aldehydu retinowego, ktory z kolei utlenia si¢
do kwasu retinowego, biologicznie aktywnej formy witaminy A. Zwigzki w postaci estrow
retinylowych sg uwazane za form¢ magazynujaca witaming A.

Witamina A to grupa zwiazkéw rozpuszczalnych w thuszczach, do ktorej zalicza sie¢
retinol, palmitynian retinylu, octan retinylu, linoleinian retinylu i retinal (retinaldehyd).
Informacje dotyczace bezpieczenstwa i klasyfikacji chemicznej zawarte sa w Europejskiej
Bazie Chemikaliow (ECHA): retinol - CAS: 68-26-8 /11103-57-4, palmitynian retinylu - CAS:
79-81-2 i octan retinylu - CAS: 27-47-9, retinaldehyd - CAS: 116-31-4). Charakter chemiczny
retinoidow obejmuje wielonienasycony tancuch lipidowy, a ich wlasciwosci fizyczne
zapewniaja maksymalng absorpcje w zakresie dlugosci fali od 320 do 390 nm, czynigc te
zwigzki zdolne do interakcji z promieniami UV lub czasteczkami tlenu, w efekcie czego moga
powstawaé reaktywne formy tlenu lub wolne rodniki (Darlenski i in., 2010). Miejscowo

zaaplikowany retinol wywiera podobne dzialanie biologiczne, ale mniej intensywne niz kwas
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retinowy. Retinol, podobnie jak jego estry, moze ulega¢ przeksztalceniu w kwas retinowy, ktory
wykazuje wyzsza aktywnos¢ biologiczng w keratynocytach. W ten sam sposob retinaldehyd,
ktory ulega przeksztatceniu w forme magazynujaca (estry retinolu - retinyl), jak i w formg
aktywna (kwas retinowy), wykazuje lepsze dziatanie biologiczne niz kwas retinowy (Sheila 1
in., 2013). Ponadto wykazano, ze retinaldehyd wplywa pozytywnie na prawidlowy proces
proliferacji naskorka, a takze zwigkszenie syntezy biatka CD44, zwigzanego z biosynteza
hialuronianu w naskorku. CD44 jest polimorficzng glikoproteing przezbtonowa, ktora ma kilka
izoform generowanych w wyniku zmian potranslacyjnych. Wykazano, ze dwie gldéwne funkcje
CD44 to regulacja proliferacji keratynocytow w odpowiedzi na bodzce zewnatrzkomorkowe
oraz utrzymanie lokalnej homeostazy hialuronianu (Kaya i in., 2006). Zmniejszenie biosyntezy
CD44 zaobserwowano takze u pacjentow cierpigcych na liszaj twardzinowy, ktory
prawdopodobnie przyczynia si¢ do odkladania hialuronianu w skorze, a w efekcie zaniku
naskorka (Kaya 1 in., 2006). Glownym wskazaniem do stosowania retinaldehydu i kwasu
retinowego jest leczenie heliodermii (tzw. fotostarzenia), ktora wigze si¢ ze starzeniem si¢
skory, czesto przedwczesnym, wywolanym dlugotrwatg ekspozycja na stonice. Zmiany
chorobowe zaleza bezposrednio od przyjetej dawki stoneczne;.

W 2016 r. Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentéw wydat opini¢ dotyczaca
witaminy A. Za najwazniejsze toksykologiczne punkty koncowe uznano teratogenny potencjat
witaminy A oraz wplyw tego zwigzku na watrobe 1 skore. Ponadto stwierdzono, ze witamina A
w postaci retinolu, octanu retinylu, palmitynianu retinylu, w maksymalnym st¢zeniu 0,05% w
balsamach do ciata jest bezpieczna, podobnie jak w stezeniu 0,3% (réwnowaznika retinolu) w
pozostatych produktach do ciata. Jednocze$nie produkty do pielegnacji skory niemowlat, takie
jak balsamy i kremy do ciata, zawierajgce witaming A uznano za bezpieczne dla dzieci w wieku
1-3 lat. Warto jednak zaznaczy¢, ze wskazana opinia nie uwzglednia synergistycznego dziatania
witaminy A docierajacej do organizmu czlowieka a pochodzacej z réznych zrdédet, jak
pochodne linoleinianu retinylu i retinal, rdOwniez z suplementéw diety i kosmetykow. Komisja
oszacowala, ze w sytuacjach ekstremalnych narazenie na witaming A moze prowadzi¢ do
przyjetej dziennej dawki ogdlnoustrojowej wynoszacej 4855 IU dla osoby dorostej, co stanowi
do 97% UL (ang. Upper Level- gorny tolerowany poziom spozycia) normy zywieniowej
cztowieka wynoszacej 5000 IU/dzien witaminy A. Retinol, palmitynian retinylu oraz octan
retinylu majg zosta¢ wilaczone do zatacznika III, rozporzadzenia UE dotyczacego kosmetykow.
Tym samym bg¢dg dodane do wykazu substancji, ktorych stosowanie podlega ograniczeniom.
Projekt rozporzadzenia zaktada, ze sktadniki bedg musiaty spelnia¢ wymagania zwigzane ze

stezeniami granicznymi ustalonymi na poziomy - 0,05% dla balsaméw oraz 0,3% dla
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pozostatych produktéw kosmetycznych. Takie ograniczenia oznaczaja, iz produkty dostgpne na
rynku nie bedg mogly zawiera¢ wyzszych stezen retinolu, palmitynian retinylu oraz octanu
retinylu. Komisja Europejska wskazuje rowniez na obowigzek zamieszczenia informacji na
temat ostrzezen w stosowaniu witaminy A w kosmetykach.

Ponizej przedstawiono przyktady produktow kosmetycznych zawierajacych witaming A.
PHARMACERIS T PURE RETINOL 0.3 (Rys. 10) - krem z retinolem przeznaczony dla
osob dotknietych tradzikiem wieku dorostego. Deklaracja producenta wskazuje, ze jest to
produkt do codziennej pielegnacji, na noc, dla 0s6b dorostych, wymagajacych efektywnego
dziatania przeciwtradzikowego wraz z dziataniem przeciwzmarszczkowym z tendencja do
powstawania niedoskonatosci, zmian tradzikowych, zaskérnikow oraz nadmiernego tojotoku,
dla skory tlustej 1 mieszanej. Produkt w postaci kremu zawiera wysokie st¢zenie czystego
retinolu  (0,3%), wykazuje  zréwnowazone  dzialanie  przeciwtradzikowe i
przeciwzmarszczkowe,  stanowigc  skuteczng  kuracje = przywracajaca  prawidlowe
funkcjonowanie skory w okresie zmian hormonalnych. Dla zbilansowania komfortu skéry, w
recepturze zastosowano nawilzajace 1 odzywcze sktadniki emolientowe (wyciag z lilii, masto
Shea, wosk z oliwek, olej z bawelny) oraz 4% biomimetycznego skwalanu, wzmacniajacego

barierg lipidowa naskorka.

Rysunek 10. Krem Pharmaceris T pureRetinol

Sktadniki / INCI:

Aqua (Water), Hydrogenated Polydecene,
Squalane, Glycerin, Pentaerythrityl
Tetraisostearate, Butyrospermum Parkii (Shea)
Butter, Cetearyl Glucoside, Cetearyl Alcohol,
1,2-Xexanediol, Hydrogenated Olive Oil Decyl
Esters, Gossypium Herbaceum (Cotton) Seed
Oil, Potassium Cetyl Phosphate, Retinol,
Sodium Polyacrylate, Hydroxyacetophenone,
Pentylene Glycol, Glyceryl Behenate, Paraffin,
Xanthan Gum, Polyglyceryl-3 Methylglucose
Distearate, C10-18 Triglycerides, Tocopheryl
Acetate, BHA, Stearic Acid, Cera Alba (Beeswax),
Ceramide NR, Ethylhexylglycerin, Clintonia
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Deklaracja marketingowa producenta sugeruje, ze wchodzacy w sktad produktu retinol
zostat zakapsutkowany w mikrosferycznych, ceramidowych no$nikach, ktére zapewniaja jego
stabilno$¢ 1 zabezpieczaja witaming przed utlenianiem. W skladzie produktu znajduje si¢
rowniez zwigzek chemiczny — butylohydroksytoluen (BHT), popularny przeciwutleniacz
retinolu. W wykazie skladnikéw, na etykiecie znajduje si¢ roéwniez sktadnik Ceramid NR.
Ceramidy to grupa organicznych zwigzkoéw zaliczanych do sfingolipidow, zbudowanych ze
sfingozyny potaczonej wigzaniem amidowym z kwasem thuszczowym. Wedlug nomenklatury
“INCI” jest to: Ceramide + kombinacja liter N, A, O, S, P, H. Litery oznaczaja zwiazki
chemiczne, ktére sg budulcami konkretnych rodzajow ceramidéw (“A” oznacza kwasa alpha-
hydroksylowy, “N” to niehydroksykwasy tluszczowe, “S” sfingozyna, a “P” to fitosfingozyna)
(www.ec.europa.eu/growth/tools-databases/cosing). Warto zwroci¢ uwage, ze sktad kosmetyku
wskazuje na obecno$¢ BHT. Jest to syntetyczny przeciwutleniacz stosowany powszechnie w
lekach, kosmetykach i zywnoS$ci oraz do stabilizacji oksydacyjnej retinolu. Sktadnik znajduje
si¢ w aneksie III Rozporzadzenia Kosmetycznego, w ktérym to znajduje si¢ wykaz substancji,
ktére moga si¢ znalez¢ w kosmetyku wytacznie we wskazanych stezeniach. Panel ekspertow z
Cosmetic Ingredient Reviev (CIR) stwierdzil, Ze sktadnik jest bezpieczny w kosmetykach, a w
pOzniejszym czasie  doprecyzowal bezpieczenstwo w stezeniu 0,8% w kosmetykach
sptukiwanych i nie sptukiwanych (www.ec.europa.eu/growth/tools-databases/cosing).
Medik-8 R-RETINOATE® INTENSE (Rys.11) - intensywny krem odmtadzajacy. Deklaracje
producenta wskazuja, ze aldehyd retinowy jest tak samo bioaktywny 1 skuteczny jak kwas
retinowy, a jednoczesnie delikatny dla skoéry jak tradycyjny retinol. Producent wskazuje
réwniez, ze badania nad aldehydem retinowym potwierdzaja silne dziatanie antybakteryjne
sktadnika. Dzigki temu produkt r-Retinoate Intense jest ukierunkowany na niwelowanie
niedoskonatosci (brak stanow zapalnych o etiologii bakteryjnej). r-Retionoate Intense w
widoczny sposob redukuje drobne zmarszczki, wyrownuje koloryt skory i wygladza jej
strukture, zapewniajac mtodszy wyglad. Potgczenie retinoinianu retinylu oraz aldehydu
retinowego zapewnia wyrazne odmiodzenie skoéry. Dane literaturowe wskazuja, ze retinoinian

retinylu wspomaga syntez¢ kolagenu osiem razy sprawniej niz retinol (Kim i in., 2003).
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Rysunek 11. Medik 8 r-Retinoate

Aqua (Water), Caprylic/Capric Triglyceride, Glycerin,
Butylene Glycol, Isododecane, Squalane, Cetearyl Alcohol,
Dimethicone, Cetearyl Olivate, Sodium Acrylate/Sodium
Acryloyldimethyl Taurate Copolymer, Polylactic Acid,
Cyclodextrin, PPG-12/SMDI Copolymer, Sorbitan Olivate,
Titanium Dioxide, Eclipta Prostrata Extract, Phenethyl
Alcohol, Melia Azadirachta Leaf Extract, Phenoxyethanol,
Cholesteryl Nonanoate, Sodium Hyaluronate, Tocopheryl
Acetate, Rubus Chamaemorus (Cloudberry) Seed Oil,
Canola Oil, Xanthan Gum, Pentylene Glycol, Retinal,
Retinyl Retinoate, Citric Acid, Alumina, Isostearic Acid,
Lecithin, Polyglyceryl-3 Polyricinoleate,
Polyhydroxystearic Acid, Stearic Acid, Ceramide AP,
Moringa Oleifera Seed Oil, Sodium Lauroy! Lactylate,
Vanilla Planifolia (Vanilla) Fruit Extract, Ethylhexylglycerin,
Linoleic Acid, Palmitic Acid, Ceramide NP, Daucus Carota
Sativa (Carrot) Seed Oil, Disodium EDTA, Phytosterols,
Lonicera Japonica (Honeysuckle) Flower Extract, 3-O-Ethyl
Ascorbic Acid, Lonicera Caprifolium (Honeysuckle) Flower
Extract, Sodium Polyaspartate, Phytosphingosine,
Parfum*, Copper Palmitoyl Heptapeptide-14,
Heptapeptide-15 Palmitate, Ceramide EOP, Cholesterol,
€12-16 Alcohols, Caprylyl Glycol, Carbomer,
Hydrogenated Lecithin, Glyceryl Caprylate, Lactic

Zrodto: Medik-8 r-Retinoate (strona producenta) Acid/GlycolicAckl Copolymer, Poyvinyt Alcohol
Phenylpropanol, BHT, Limonene, Linalool, Citral.

Mediks Mediks

5. Wykorzystanie biotechnologii do otrzymywania innowacyjnych surowcow
kosmetycznych

Bezdyskusyjnie branza kosmetyczna bardzo intensywnie si¢ rozwija. Obszary, ktore
wymagaja zainteresowania ze strony naukowcow i1 producentdw kosmetykow skupiajg sie
wokotl konieczno$ci opracowania nowych surowcow kosmetycznych, przygotowania
innowacyjnych formulacji kosmetycznych i rozwijaniu metod pozwalajacych na ocene
efektywnosci dzialania surowcoéw kosmetycznych, jak i gotowych formulacji. Przed branza
kosmetyczng stawiane sg nowe wyzwania i definiowane sg realne potrzeby.

Obecnie kluczowa jest odpowiedz na potrzebe innowacyjnych surowcéw do produkcji
formulacji kosmetycznych. Wieloletnie doswiadczenie 1 analiza surowcoOw dostepnych na
polskim i1 zagranicznym rynku wskazuje, ze istnieje wrgcz konieczno$¢ opracowania i
wdrozenia produktéw o dobrze scharakteryzowanym skladzie i potwierdzonej skuteczno$ci
dziatania. Wigkszo$¢ obecnych na rynku surowcéw, zwlaszcza tych otrzymanych w procesach
biotechnologicznych charakteryzuje si¢ skrajnie niska zawarto$cig substancji aktywnych, co
przy udziale takiego surowca w ostatecznej formulacji w stezeniu 0,5-3% pozwala wnioskowac,
ze aktywnos¢ takiej substancji aktywnej w produkcie jest znikoma. Kolejnym problemem, z
ktorym borykaja si¢ firmy produkujace kosmetyki jest dostgpnos¢ surowcow, importowanych,
dotychczas, z takich krajow jak Rosja czy Indie. Ponadto sytuacja polityczna na $wiecie

przyczynila si¢ do zastojow logistycznych wszystkich importowanych towarow, co w
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konsekwencji utrudnia zaplanowana, kontraktowa produkcje. Dlatego tez producenci surowcow
kosmetycznych zglaszaja pilng potrzebe¢ uniezaleznienia si¢ od panstw dostarczajacych surowce
ze wskazaniem koniecznosci ich produkcji w rodzimym kraju. Od lat obserwowanych jest kilka
kierunkow zwigzanych z opracowaniem nowych surowcow, ktdre szczegdlnie chca by¢
rozwijane w Europie, w tym w Polsce. Pierwszy to roslinne surowce poddawane procesowi
fermentacji, przy udziale roéznych gatunkéw drobnoustrojow prozdrowotnych. Proces
fermentacji surowcoOw roslinnych w istotny sposob zwigksza ich aktywnos¢ funkcjonalna, jak 1
wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne czy przeciwdrobnoustrojowe. W trakcie procesu
fermentacji zachodzi szereg zmian biochemicznych (biotransformacji), jak i syntez nowych
zwigzkoOw chemicznych, w postaci metabolitow komorkowych drobnoustrojow (kwas
mlekowy, kwas hialuronowy). Samg warto$cig funkcjonalng s3 réwniez same lizaty
drobnoustrojow (nieaktywne komorki), ktore wykazuja wlasciwosci immunomodulacyjne i
immunostymulujace jak i przeciwdrobnoustrojowe. Udziat biotechnologii w rozwoju branzy
kosmetycznej jest réwniez zwigzany z dynamicznym postgpem analityki. Nowe metody
badawcze pozwalajg na lepsza ocene jakosci i funkcjonalnosci samych surowcow jak i
ostatecznych produktow kosmetycznych. Do takich metod nalezy zaliczy¢ gldwnie analize
chromatograficzng, badania proteomiczne, testy prowadzone na liniach komoérkowych, analize
synergizmu réznych surowcow roslinnych, badanie przenikalnosci substancji aktywnych przez
barier¢ skory czy analiz¢ zmian zachodzacych w skdrze probantéw (analiza zmiany giebokos$ci
zmarszczek, zmiane kolorytu skory, wlasciwosci fotoprotekeyjne). Nie bez znaczenia jest fakt,
ze wyzej wymienione metody badawcze stajg si¢ coraz bardziej przystepne cenowo w zwigzku
z czym producenci coraz chetniej inwestuja w ww. badania, ktorych wyniki przyczyniajg si¢ do
zwigkszenia konkurencyjnosci sprzedawanych surowcow/produktow.
Mikroorganizmy jako naturalni producenci zwiazkow kosmetycznych

W kosmetologii wykorzystywane sg dwie grupy drobnoustrojow - bakterie i grzyby, z
rozréznieniem na plesnie i drozdze. Obie grupy mikroorganizméw wykazuja zdolnos¢ do
prowadzenia szeregu przemian metabolicznych miedzy innymi poprzez produkcje szeregu
biatek enzymatycznych. Zdolnosci enzymatyczne drobnoustrojéw sa wykorzystywane do
prowadzenia procesu fermentacji réznych surowcow w efekcie czego powstaje szereg
produktow, w tym metabolitbw drobnoustrojéw o atrakcyjnych wlasciwosciach
prozdrowotnych.

Fermentacja to proces biochemiczny, ktory polega na rozktadzie zwigzkéw organicznych za
pomoca enzymow wydzielanych przez mikroorganizmy. Dzigki fermentacji, zachodzacej w

cytoplazmie, drobnoustroje uzyskuja energi¢, ktorg nastepnie zuzywaja podczas proceséw
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zyciowych. Wyrdézniamy kilka rodzajow fermentacji: tlenowa 1 beztlenowa, co jest
uwarunkowane przez rodzaj metabolizmu, ktory wykorzystuja mikroorganizmy prowadzace
proces. Mozna réwniez zastosowal podziat wedtug produktu, ktdory powstaje w czasie
fermentacji jak: fermentacja mlekowa, produkt koncowy - kwas mlekowy, fermentacja octowa
- kwas octowy, fermentacja mastowa - kwas mastowy, fermentacja propionowa - kwas
propionowy, fermentacja etanolowa - etanol. Fermentacji mogg ulega¢ surowce roslinne w
postaci biomasy pozyskanej z réoznych czeSci (Swieze i suszone warzywa, owoce, ziota),
surowce odpadowe (melasa, wytloki, wody poprocesowe, wycierka ziemniaczana, odpadowy
glicerol, nasiona, namok, drozdze browarnicze, serwatka i inne).

Najbardziej znanym w kosmetologii metabolitem drobnoustrojéw jest kwas
mlekowy (ang. lactic acid) zwany rowniez kwasem alfa-hydroksypropionowym (ang. 2-
hydroxypropanoic acid), jest on jednym z kwasow alfa-hydroksylowych (AHA). Zwigzek ten
moze by¢ otrzymywany na drodze syntezy chemicznej, ale wigkszym zainteresowaniem cieszy
si¢ jako metabolit drobnoustrojow wytwarzany gléwnie metodami biotechnologicznymi z
zastosowaniem odpowiednich bakterii fermentacji mlekowych (LAB, ang. Lactic Acid
Bacteria). Wspolng cecha tej grupy mikroorganizmow jest zdolnos¢ biosyntezy kwasu
mlekowego jako gldwnego metabolitu. Fermentacja sacharydéw z udziatem LAB zachodzi z
wykorzystaniem réznych szlakoéw metabolicznych. Bakterie fermentacji mlekowej mozemy ze
wzgledu na metabolizm podzieli¢ na: homofermentatywne, gdy wytwarzaja niemal wylacznie
kwas mlekowy; heterofermentatywne, gdy oprocz kwasu mlekowego produkowane sg COp,
kwas octowy (warunki tlenowe), aldehyd octowy i/lub etanol (warunki beztlenowe) oraz
fakultatywnie heterofermentatywne (Pietraszek i in., 2014). W produktach kosmetycznych
wykorzystuje si¢ rézne stezenia kwasu mlekowego. W zakresie od 1 do 10% wykazuje on
wlasciwosci nawilzajace, w stezeniach 30-50% wystepuje w peelingach, pehiac funkcje
gleboko zluszczajaca. Kwas mlekowy wykazuje rowniez wiasciwosci antybakteryjne,
przeciwstarzeniowe i pehni role regulatora pH, jest rowniez jednym z gldéwnych sktadnikéw
NMF, czyli naturalnego czynnika nawilzajagcego, dzigki czemu wplywa na nawilZenie i
nawodnienie skory, utrzymujac prawidlowy poziom wilgoci naskorka (Beer., 2007). Dzigki
takiemu dziataniu skora jest mickka, gltadka i promienna. Do innych, waznych cech
charakterystycznych mozna zaliczy¢ zdolnos$¢ rozpuszczania w wodzie, alkoholu oraz glikolu
propylenowym.

Karotenoidy to duza grupa naturalnych lipofilowych barwnikéw syntezowanych przez
ro$liny a takze mikroorganizmy, szeroko rozpowszechnionych w naturze. Jedng z pierwszych

mikrobiologicznych syntez karotenu na skale przemystowa wykonano w 1996 na terenie
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dawnego ZSSR. Od tego czasu znacznie udoskonalono zaré6wno same szczepy
mikroorganizmoéw-producentow, jak i1 warunki ich hodowli oraz metody pozyskiwania
koncowych produktow. Najbardziej wydajne szczepy to te nalezace do mikroalg, drozdzy oraz
grzybow (nalezace do gatunkéw Haematoccocus pluvialis, Chlorella, Pfaffia rhodozyma,
Dunaliella salina, Rhodotorula glutinis czy Blakeslea trispora) (Dulinski., 2019). Zwiazki o
charakterze karotenoidow maja bardzo dobre wilasciwosci przeciwutleniajgce, wykazuja
zdolnos¢ do hamowania reakcji wolnorodnikowych towarzyszacych ekspozycji na
promieniowanie ultrafioletowe. W reakcjach chemicznych pozwalaja na skuteczng neutralizacje
dwoch najbardziej reaktywnych form tlenu jak singletowy tlen czasteczkowy 1 rodniki
nadtlenkowe. Najbardziej znanym, szeroko stosowanym w kosmetykach i suplementach diety
zwigzkiem nalezagcym do karotenoidow jest P-karoten, pomaranczowy barwnik, ktory w
zywych tkankach jest cze$ciowo utleniany do retinalu, stanowi wigc zrdédlo witaminy A.
Dziatanie karotenoidow taczone jest rowniez z pobudzaniem syntezy kolagenu oraz elastyny,
poprawe gestosci, elastycznosci skéry oraz odbudowe uszkodzonych wiokien kolagenowych.

Obecnie jednym z bardziej innowacyjnych dodatkéw do kosmetykow sag bioaktywne
peptydy. Odgrywaja one wazng role w procesie wzrostu komorek skory, aktywujac je do
produkcji biatek podporowych np. kolagenu. Wspottworza takze ochronny plaszcz
hydrolipidowy naskorka. Dlatego tez sg one uzywane, jako sktadnik aktywny, obok witamin,
kwaséw AHA i przeciwutleniaczy w produkcji kreméw przeciwzmarszczkowych. Peptydy
naturalnie wyst¢puja w naszym organizmie, powstaja podczas biosyntezy bialek i pelnig w
skorze funkcje przekaznikow komérkowych. Z wiekiem ich biosynteza zostaje zaburzona, stad
tez istnieje potrzeba pozyskiwania tych zwigzkow na drodze biotechnologiczne;.

Kwas y -poliglutaminowy (PGA), to anionowy homopoliamid zsyntetyzowany z
jednostek kwasu D- i L-glutaminowego potaczonych wigzaniem amidowym pomiedzy grupami
alfa-amino-jednego aminokwasu i grupa y-karboksylowa drugiego aminokwasu jest to kolejny
zwigzek wytwarzany miedzy innymi przez bakterie z rodzaju Bacillus sp. i Staphylococcus sp.
(Lee 1 in, 2014). Ten anionowy biopolimer cechuje si¢ biokompatybilnoscia,
biodegradowalnoscig oraz zdolno$cia do absorpcji wody. W zwigzku z tym moze by¢ stosowany
w kosmetykach o wlasciwosciach nawilzajacych. W jednym z badan sprawdzono aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa kwasu y-poliglutaminowego produkowanego przez Bacillus subtilis
D7. Zauwazono, ze PGA hamowat rozwoj bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, jednakze
nie blokowat wzrostu patogennych drozdzy. Powyzsze wyniki sugeruja, ze stosowanie tego
biopolimeru w kosmetykach moze wzmacnia¢ dziatanie Srodkéw konserwujacych (Danfeng i

in., 2022).
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Kolejng grupa metabolitéw drobnoustrojow sa aminokwasy. Najwigkszy potencjal do
ich biosyntezy maja takie mikroorganizmy jak Brevibacterium divaricatum, bakterie z rodziny
Enterobacteriaceae i Pseudomonadaceae czy z rodzaju Corynebacterium. Zwigzki o
charakterze aminokwasowym wykazuja wlasciwosci nawilzajace i regulujace pH skory. W
przemysle kosmetycznym stosowane sg zwlaszcza w preparatach anty-aging, dzieki temu, ze
wykazuja dziatanie zluszczajace, antyoksydacyjne 1 nawilzajace (Ratz-Lyko., 2012).

Innym, bardzo popularnym metabolitem produkowanym przez drobnoustroje jest
toksyna botulinowa. Wyr6znia si¢ siedem jej typdw produkowanych przez roézne szczepy
bakterii z gatunku Clostridium botulinum. W praktyce kosmetycznej sg oznaczane jako typ: A,
B, C, D, E, F oraz G. Najcze¢sciej stosowana jest terapia botulinowa typu A o komercyjnej
nazwie preparatu - Botox. Zastosowanie tej naturalnej toksyny powoduje zahamowanie
wydzielania acetylocholiny. Zapewnia to prawidtowy przeptyw sygnatu od nerwéw do migséni,
co w konsekwencji prowadzi do rozluZnienia migéni i wygladzenia zmarszczek.

Keratyna jest réwniez szeroko rozpowszechnionym skladnikiem preparatow
kosmetycznych. Hydrolizaty keratyny moga powstawaé w procesie hydrolizy enzymatycznej z
wykorzystaniem keratynaz. Enzymy keratynolityczne wytwarzane sa przez niektore
mikroorganizmy, przyktadowo bakterie z rodzaju Bacillus sp. (Sajna i in., 2015). Komponent
ten jest zalecany do stosowania w szamponach 1 odzywkach do wloséw, ktoére wymagaja
splukiwania.

Bardzo wazng grupa zwiazkdéw biofunkcjonalnych sg witaminy. Do produkcji witamin
na drodze mikrobiologicznej stosuje si¢ fermentacje z zastosowaniem mikroorganizmow (beta-
karoten, kwas gama-linolowy, kwas orotowy, kwas pantotenowy, prowitamina D3,
ryboflawina, tiamina, cyjanokobalamina, witamina F). Do najlepszych producentéw witamin
zalicza sig:

-Witaminy z grupy B - bakterie z rodzaju Bifidobacterium sp., Ruminococcus sp., Lactobacillus
sp., Clostridium sp., Propionibacterium sp., Fusobacterium sp., Bacteroides sp.
-Witamina K2 - bakterie z gatunku Bacillus subtilis
-Witamina E - Euglena gracilis
-Witamina B7 - Serratia marcescens
-Witamina B12 - bakterie z gatunku Pseudomonas denitrificans i Propionibacterium shermanii
-Witamina D - drozdze z rodzaju Saccharomyces sp., Candida sp. i plesnie z rodzaju
Trichoderma sp., Cephalosporium sp. i Fusarium sp..

Witaminy pelnia w kosmetykach rézne funkcje m.in. koenzymow, regulatorow

keratynizacji naskorka, substancji nawilzajaco-zmigkczajacych czy antyutleniaczy. Szczegolnie
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wazng funkcja witamin jest dziatanie przeciwutleniajace. Wolne rodniki, wytwarzane przez
Swiatlo ultrafioletowe lub zanieczyszczenia sg skutecznie neutralizowane przez witaminy i tracg
tym samym zdolno$¢ do uszkodzen komorek skory (Hancock, 2002). Produkcja witamin na
skale przemystowa odbywa si¢ za pomocg metod syntezy chemicznej lub za pomocg ekstrakcji
z naturalnych substancji, jednak w wielu przypadkach sg to procesy wymagajace duzego
naktadu energii i generujace wysokie koszty sktadowania oraz utylizacji substancji
odpadowych. W zwigzku z tym przemyst zaczat poszukiwa¢ mozliwosci zastgpienia syntez
chemicznych, procesami biotechnologicznymi (Dulinski., 2010). Obecnie wiele witamin jest
wytwarzane takimi metodami. W Tab. 1 =zostaly przedstawione przyklady witamin

produkowanych przez mikroorganizmy.

Tabela 1. Witaminy produkowane metodami biotechnologicznymi
(Dulinski, 2010)

Metoda

Witamina Zrédlo pochodzenia . .
pozyskiwania

Witaminy rozpuszczalne w thuszczach

Witamina E Glon stodkowodny Fermentacja glukozy

Mutant szczepu

Witamina K2 Bacillus subtilis

Fermentacja ekstraktu z soi

Witaminy rozpuszczalne w wodzie

Chlorella pyrenoidosa Fermentacja sacharozy
Witamina C
Biotransformacja D-
Gluconbacter oxydans sorbitolu do L-sorbozy
w cyklu Reichsteina
Witamina B7 Serratia marcescens Fermentacja glukozy

Enzymy to kolejna grupa zwigzkéw o duzym potencjale w przemysle kosmetycznym.
Przyktadem jest dysmutaza nadtlenkowa, ktéra ma wlasciwosci zatrzymania tworzenia wolnych
rodnikow 1 kontroli uszkodzenia skory spowodowanego przez zanieczyszczenia w powietrzu i

wodzie, mikroorganizmy oraz szkodliwe czynniki chemiczne. Kombinacje SOD i peroksydazy
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stosuje si¢ w kremach z filtrem przeciwstonecznym. Sg zmiataczami wolnych rodnikéw, przez
co zmniejszaja rumien. Proteazy w kremach sa wykorzystywane do oczyszczania 1 wygtadzania
skory przez usuwanie jej martwych lub uszkodzonych elementéw. Endoglikozydaza i papaina
sg szeroko stosowane w pastach do zgbow 1 ptynach do ptukania ust, powoduja wybielanie
zebOw, usuwaja ptytke nazebng i1 nieprzyjemny zapach osadow na zgbach i tkance dzigsel.
Lakaza, oksydaza, peroksydaza i oksydazy polifenolowe sg wykorzystywane w preparatach do
farbowania wlosow, lipazy jak katalaza, papaina, bromelaina, i subtilizyna w preparatach do
pielegnacji skory, a izomeraza disiarczkowa, oksydaza sulthydrylowa glutationu i
transglutaminaza w produktach wykorzystywanych do falowania wiosow.

Pigmenty otrzymywane na drodze biotechnologicznej w przemysle moga by¢
wykorzystywane jako substancje barwigce, ale rOwniez wykazuja szereg réznych wlasciwosci
funkcjonalnych jak np.:

- astaksantyna (kolor rozowo-czerwony); producenci: Haematococcus sp., Chlorella
zofingiensis, Neochloris vimmeri, Phaffia rhodozyma; dziatanie: antyoksydacyjne,
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, fotoochronne;

- kanaksantyna (kolor pomaranczowy); producenci: Bradyrhizobium sp., Monascus reseus,
Haloferax alexandrinus; dziatanie antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe;

- zeaksntyna (kolor zotty); producenci: Staphylococcus aureus, Flavobacterium sp.

- beta karoten (kolor pomaranczowy); producenci: Blakeslea trispora, Fusarium sp., Mucor sp.,
Neurospora sp.; dziatanie: antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe;

- prodigiozyna (kolor czerwony); producenci: Serratia marcescens, Vibrio sp., Alteromonas
rubra, Pseudoalteromonas rubra

- ksantomonadyna (kolor zo6tty); producenci: Xanthomonas oryzae; dziatanie: ochronne przeciw
promieniowaniu UV

- melanina (kolor czarny); producenci: Saccharomyces neoformans, Kluyveromyces marxianus,
Streptomyces chibanensis, Streptomyces kathirae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp.;
dziatanie antyoksydacyjne

- piocyjanina (kolor niebieski i zielony); producent: Pseudomonas aeruginosa; dziatanie:
cytotoksyczne, przeciwzapalne.

Produkcja pigmentéw na drodze biotechnologicznej odbywa si¢ z wykorzystaniem tanich
podtozy hodowlanych, a gtéwny produkt ekstrahuje si¢ r6znymi technikami analitycznymi za
pomoca rozpuszczalnikow, a nastepnie identyfikuje si¢ roznymi technikami analitycznymi, jak

TLC, UV-vis, FTIR, ESI-MS, NMR, HPLC i chromatografia zelowa. Drobnoustroje sa zdolne
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do produkcji pigmentdéw w postaci zwigzanej z biomasg lub wydzielane do podiloza
hodowlanego.

Postbiotyki to zwigzki chemiczne badz fragmenty komorek, ktorych gtownym zadaniem
jest wspieranie saprofitycznej mikrobioty skory. Postbiotyki to wszystkie zwigzki bioaktywne,
ktore sg produkowane przez bakterie w czasie procesu fermentacji (kwasy tluszczowe,
witaminy, aminokwasy, bakteriocyny, enzymy) a takze fragmenty mikroorganizméw i elementy
wewnatrzkomérkowe wchodzace w sktad biomasy drobnoustrojow (Krzyzostan, 2019). Do
produktow kosmetycznych moga by¢ dodawane jedynie nieaktywne metabolicznie tzw. lizaty
drobnoustrojow, najczesciej nalezace do gatunkow Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, Bifidobacterium
longum, Lactobacillus helveticus czy Lactobacillus plantarum. Zastosowanie drobnoustrojow
w takiej postaci z jednej strony pozwala na pozostawienie funkcjonalno$ci surowca zwigzanej
z obecnoscig drobnoustrojow probiotycznych (immunomodulacja, immunostymulacja,
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, probiotyczne i antyoksydacyjne), a z drugiej pozwala na
zapewnienie bezpieczenstwa kosmetyku. Warunkiem, nawet w przypadku uzycia lizatow, jest
wykorzystanie mikroorganizméw  bezpiecznych, najlepiej tych o udowodnionych
wlasciwos$ciach prozdrowotnych (Krzyzostan, 2019). Warto wskaza¢, ze pozyskiwanie lizatow
odbywa si¢ w podwyzszonej, jednak nie zbyt wysokiej temperaturze, z uwagi na ochrone
zwigzkow termolabilnych.

Postbiotyki obecne w produkcie kosmetycznym chronig skore przed patogenami
I innymi niekorzystnymi czynnikami srodowiska zewnetrznego. Ponadto wspomagajg bariere
immunologiczng skory, jej regeneracj¢ oraz tagodza podraznienia. Niweluja rowniez efekty
starzenia si¢ skory poprzez przywrocenie jej odpowiedniego pH, oslabienie proceséw
fotostarzenia i poprawg szczelnos$ci bariery naskorkowej (Krzyzostan, 2019).

Drozdze z rodzaju Yarrowia sp. charakteryzuja si¢ szeregiem wtasciwosci, z ktorych
kazda moze mie¢ swoje zastosowanie w przemysle kosmetycznym. Pierwsza kluczowa cecha
jest sktad biomasy drozdzy, ktéry stanowig glownie biatka i aminokwasy egzogenne (45-50%
biatka), wysoka zawarto$¢ B-glukanow (25-30%), witaminy z grupy B (m.in. B1, B2, B3, B4,
B5, B7, B9, B12), witaminy C, D i E oraz thuszcze nienasycone (ponad 90% ogélnej zawartoSci
thuszczow). Ponadto stanowig unikalne zrodlo zwigzkow biologicznie aktywnych jak a-
ketoglutaran, jabtczan cytruliny czy koenzym Q10. Dzieki tym wilasciwosciom biomasa
drozdzy Yarrowia sp. wykazuje wlasciwosci immunomodulacyjne,
przeciwnowotworowe, stymulujgce synteze bialek, przeciwdrobnoustrojowe, prebiotyczne i

antyoksydacyjne.
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Il Cel pracy

Celem pracy byto opracowanie nowej linii produktow kosmetycznych przeznaczonych

dla os6b w trakcie retinoidoterapii.

Glowny cel badan zostat zrealizowany poprzez wykonanie 4 kluczowych zadan:

1.

Opracowanie dwoch innowacyjnych surowcéw kosmetycznych z wykorzystaniem

metod biotechnologicznych.

Opracowanie receptury jakosciowo-ilosciowej trzech formulacji kosmetycznych (serum
do twarzy, krem do twarzy 1 zel do mycia twarzy) z dodatkiem nowoopracowanych

surowcow.

Charakterystyka i ocena bezpieczenstwa, stabilnos$ci, wilasciwosci funkcjonalnych

nowoopracowanych formulacji kosmetycznych.

Przygotowanie dokumentacji warunkujacej komercjalizacje nowych formulacji

kosmetycznych.

42



111 Schemat prac eksperymentalnych

Synteza kwasu AKG przez drozdze z rodzaju Yarrowia sp.

Ptyn pofermentacyjny

e

Filtracja

!

FILTRAT BIOFERMENT NATYWNY

\_H

Opracowanie 9 formulacji kosmetycznych

Krem do twarzy z biofermentem natywnym Kb
Krem do twarzy z filtratem Kf

Krem bez dodatku funkcjonalnego Kk

Serum do twarzy z biofermentem natywnym Sb
Serum do twarzy z filtratem Sf

Serum bez dodatku funkcjonalnego Sk

Zel do mycia twarzy z biofermentem natywnym Zb
Zel do mycia twarzy z filtratem Zf

Zel do mycia twarzy bez dodatku funkcjonalnego Zk

IV Materialy i metody

Badania formulacji kosmetycznych

l

* Analiza fizyko-chemiczna

* Test konserwacji

Przyg z j
* Test stabilnosci l
* Testy aplikacyjno-uzytkowe ‘ * Opracowanie tresci etykiety dla nowoopracowanych produktéw

* Testy dermatologiczne - - .
* Przygotowanie raportéw bezpieczeristwa

* Testy aparaturowe
X sz 2 *  Kosztorys produkcji nowych produktéw kosmetycznych
* Ocena wiasciwosci biofunkcjonalnych
* Potencjat antyoksydacyjny
* Potencjat przeciwdrobnoustrojowy
* Potencjat prebiotyczny

* Ocena kompatybilnosci masy z opakowaniem
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1. Materialy

1.1 Mikroor

ganizmy

Mikroorganizmy wykorzystane w trakcie realizacji pracy przedstawia Tab. 2.

Tabela 2. Zestawienie gatunkéw drobnoustrojow

Lp. ] Nazwa gatunku/szczepu Zastosowanie w pracy
Bakterie
1 Clostridium difficile ATCC 9689 Whasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
2 Enterococcus faecalis ATTC 29212 Wriasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
Escherichia coli ATCC 25922 Wiasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe; test
3 konserwagcji
4 Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 Whasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
5 Lactobacillus acidophilus 4356 Wihasciwosci prebiotyczne
6 Lactobacillus casei ATCC 393 Wrhasciwosci prebiotyczne
7 Lactobacillus plantarum ATCC 14917 Wrhasciwosci prebiotyczne
8 Lactobacillus brevis ATCC 8287 Wrhasciwosci prebiotyczne
9 Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 Wrhasciwosci prebiotyczne
10 Lactobacillus reuteri ATCC 5289 Wrhasciwosci prebiotyczne
1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Wiasciwosci przeciwdrobl'l.oustrojowe; test
konserwacji
12 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 Wrhasciwosci prebiotyczne
13 Cutibacterium acnes ATCC 11827 Wrtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
14 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Whasciwosci przeciwdrobr_l_oustrojowe; test
konserwacji
15 Streptococcus pyrogenes ATCC 19615 Wriasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe
16 Streptococcus thermophilus DSM 18616 Whasciwosci prebiotyczne
Grzyby drozdzopodobne
17 Candida albicans ATTC 10231 Wiasciwosci przeciwdrobt_l_oustrojowe; test
konserwacji
18 Yarrowia lipolytica KBMZ 1 Biosynteza kwasu alfa-ketoglutarowego
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1.2 Podloza mikrobiologiczne

W pracy wykorzystano nastgpujace podloza mikrobiologiczne: agar odzywczy z 2%
glukoza, bulion odzywczy, MRS broth, MRS agar, Sabouraud CAF Agar, YPD. Podloza
zakupiono w firmach BTL Polska Sp. z o.0. (Warszawa), Merck KGaA (Niemcy), Oxoid Ltd
(Anglia) 1 Liofilchem S.r.l. (Wlochy). W celu oznaczenia liczebnosci okreslonych
drobnoustrojow wykorzystano nastgpujace podioza mikrobiologiczne: Muller-Hinton agar,
bioMerieux (ogo6lna liczba drobnoustrojow), chromogenic CPS, bioMerieux (Enterococcus sp.
i Escherichia coli), Biovare — ENDO, Heipha (potencjalnie patogenne E. coli), TSC, Biocorp
(beztlenowe bakterie z rodzaju Clostridium sp.), MRS agar, Oxoid (bakterie z rodzaju
Lactobacillus sp.), CHROM agar Candida (Candida sp.)), CHROM agar Company
(Enterobacter sp., Proteus sp., Pseudomonas sp.).

1.3 Podloza produkcyjne

W pracy wykorzystano poditoze produkcyjne w celu syntezy kwasu alfa-
ketoglutarowego (AKG). Sktad podtoza wykorzystanego w pracy nad selekcjg bakterii zdolnych
do syntezy AKG przedstawiono w Tab. 3. Sktad podloza produkcyjnego dla drozdzy Y.
lipolytica zdolnych do syntezy AKG wytypowano na podstawie badan przeprowadzonych przez
Maciejewska-Gil (2023).

Tabela 3. Sklad podloza produkcyjnego

Skladnik pozywki Stezenie (g/L)
Glicerol bezwodny 100,0 g/L
(NH4)2S04 10,0 g/L
KH,PO,4 2,0g/L
MgSO.x7H,0 1,4 g/L
NaCl 1,0g/L
Tiamina 3,0 ug/L

1.4 Surowce kosmetyczne

Surowce stosowane do przygotowania formulacji kosmetycznych przedstawia Tab. 4.

Tabela 4. Zestawienie surowcow kosmetycznych wykorzystanych do przygotowania formulacji typu krem
do twarzy, serum do twarzy i zel do mycia twarzy

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Dystrybutor
1 Woda Aqua Woda wodociggowa
2 Mocznik Urea Adara Company
3 D-panthenol Panthenol Adara Company
4 Gliceryna farmaceutyczna roslinna Glycerin Adara Company
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5 Guma kasantanowa Xanthan Gum Adara Company

6 Emulpharma K10 RSPO MB Cetearyl Glucoside, Sorbitan Olivate, Adara Company
Cetearyl Alcohol
7 Masto shea Butyrospermum Parkii Butter Adara Company
8 Olej z ogorecznika lekarskiego Borago Officinalis Seed Oil Adara Company
9 Witamina E Tocopheryl Acetate Adara Company
10 Kaprynian kokosowy, trojgliceryd Coco Caprylate/Caprate, Adara Company
kaprylowo-kaprynowy Caprylic/ Capric Triglyceride,
11 Lewulinian sodu, sorbinian potasu Sodium Levulinate, Potassium Sorbate Adara Company
12 Dibursztynian trisodowo- Trisodium Ethylenediamine Disuccinate Enzym Sp. z 0.0.

etylenodiaminy

13 Kwas cytrynowy 3% Citric Acid Enzym Sp. z 0.0.
14 Pelargonian poliglicerylu-4 Polyglyceryl-4 Pelargonate Enzym Sp. z 0.0.
15 Bioferment natywy Yarrowia lipolytica Ferment Lysate, Alpha- Wyréb whasny

Ketaglutaric Acid, Propinic Acid, Citric Acid

16 Filtrat Yarrowia lipolytica Ferment Filtrate Alpha- Wyréb wiasny
Ketaglutaric Acid, Propinic Acid, Citric Acid

1.5 Sdl fizjologiczna

Roztwoér soli fizjologicznej stosowano w celu wykonania szeregdw rozcienczen
w czasie wykonywania analiz mikrobiologicznych jak réwniez do przygotowania zawiesin
drobnoustrojow wskaznikowych (testy konserwacji). W celu przygotowania roztworu
o stezeniu 0,9 % odwazano 9 g NaCl i rozpuszczano w 1 L wody destylowanej. Gotowy roztwor
poddano sterylizacji w 121°C przez 15 minut.
1.6 Opakowania kosmetyczne

Nowoopracowane  produkty  konfekcjonowano do docelowych opakowan
jednostkowych, ktore stanowity butelki z PP (polipropylen) typu airless o pojemnosci 30 ml dla
serum do twarzy 1 50 ml dla kremu do twarzy oraz transparentng butelk¢ PET (polietylen) o
objetosci 200 ml z pompka dozujacg dla zelu myjgcego. Opakowania zostaly zakupione w

sklepie internetowym www.centrumopakowan.pl.
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2. Metody
2.1 Synteza kwasu alfa-ketoglutarowego przez drozdze Yarrowia lipolytica

Hodowle produkcyjng prowadzono z wykorzystaniem bioreaktora z mieszadlem
mechanicznym Biostat C+ firmy Sartorius o objetosci catkowitej 30 L. Objetos¢ podtoza
produkcyjnego wynosita 20 L, natomiast inokulum 2 L. Proces prowadzono w 30°C ze statym
natezeniem przeplywu powietrza (1 vvm tj. 20 L/min lub 100 L/min) oraz automatycznie
zmieniajaca si¢ szybkoscig obrotoéw mieszadla utrzymujaca stg¢zenie rozpuszczonego tlenu w
podtozu na minimalnym poziomie 30%. Warto$¢ pH byta utrzymywana na stalym poziomie 3,5
za pomocg automatycznego dozowania 30% wodorotlenku sodu. Hodowle prowadzono przez
8-9 dni. Proby pobierano co 24 godziny i analizowano w aspekcie st¢zenia metabolitow (analizy
chromatograficzne), liczebnosci drozdzy (posiewy mikrobiologiczne) oraz st¢zenia biomasy
drozdzy. Ponadto podczas trwania procesow rejestrowano objetos¢ pobranego roztworu NaOH
oraz zmiany stgzenia rozpuszczonego tlenu w podtozu oraz zwigzane z tym zmiany szybkosci
obrotow mieszadta. Po zakonczeniu hodowli, ptyn pofermentacyjny wraz z zawieszong w nim
biomasa poddano obrobce technologicznej w celu fagodnej inaktywacji zawartych w ptynie
mikroorganizmow. Zostaty przetestowane takie metody jak naprzemienna inkubacja we wrzacej
tazni wodnej 1 natychmiastowe schtadzanie w srodowisku cieklego azotu, w trzech interwatach
czasowych (3 x po 10 min/1 min) oraz dezintegracja w miynku kulkowym przez 20 minut.
Podstawowym wskaznikiem, pozwalajacym na ocen¢ efektywnos$ci zastosowanych zabiegdéw
byta liczba zywych komorek, ktore pozostaly po procesie inaktywacji; w efekcie
przeprowadzonych zabiegdw uzyskano ptyn pofermentacyjny zawierajacy ,,lizat”. W kolejnym
etapie uzyskany bioferment podzielono na dwie czgséci. Pierwsza stanowil natywny bioferment
zawierajacy nieaktywng biomase drozdzy Yarrowia lipolytica wraz z metabolitami
drobnoustrojow, w tym kwas alfa-ketoglutarowy, druga natomiast stanowil bioferment
pozbawiony biomasy drobnoustrojow uzyskany poprzez filtracje natywnego biofermentu przez

membrang o wielkosci por 0,22 mikrometra.

47



2.2 Przygotowanie formulacji kosmetycznych

W ramach realizowanej pracy przygotowano 9 formulacji kosmetycznych (Tab.5).

Tabela 5. Oznaczenie przygotowanych formulacji

LP Opis formulacji Oznaczenie

formulacji
1 Krem do twarzy zawierajacy bioferment natywny Kb
2 Krem do twarzy zawierajacy filtrat pozbawiony biomasy Kf
3 Krem do twarzy, bez dodatku biofunkcjoaninego (kontrola) Kk
4 Serum do twarzy zawierajace bioferment natywny Sh
5 Serum do twarzy zawierajace filtrat pozbawiony biomasy Sf
6 Serum do twarzy, bez dodatku biofunkcjonalnego (kontrola) Sk
7 Zel do mycia twarzy zawierajacy bioferment natywny Zb
8 Zel do mycia twarzy zawierajacy filtrat Zf
9 Zel do mycia bez dodatku biofunkcjonalnego (kontrola) Zk

Szczegotowe sktady formulacji wraz ze wskazaniem znaczenia sktadnikow przedstawiono w
tabelach 6-11.

Pierwsza przygotowang formulacja byt krem nawilzajacy do twarzy typu emulsja O/W
(Tab. 6-7). Sktadniki fazy I dodano do wody i mieszano do rozpuszczenia poszczegdlnych
substancji podgrzewajagc na mieszadle magnetycznym, do osiggnigcia temperatury 70°C.
Nastepnie sktadniki fazy II wymieszano recznie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny i
dodano do fazy I w celu zageszczenia ukladu fazy wodnej. Potaczone fazy I i II mieszano
recznie a nastgpnie homogenizowano przez 1 min celem uzyskania jednorodnej krystalicznej
zelowej konsystencji za pomocg IKA T 50 homogenizator Ultra-Turrax z pr¢dkoscig obrotowa
6000 obr./min. W trakcie przygotowania fazy I 1 I, nawazono do zlewki sktadniki fazy III (faza
thuszczowa). Po nawazeniu, zlewke umieszczono w tazni wodnej i ogrzano do temperatury 70°C
w celu stopienia sktadnikéw. Po uzyskaniu klarownego roztworu, uzyskang mieszaning
thuszczowg (faza III) dodano powoli do zlewki fazy wodnej, zelowej (fazy I 1 II) jednoczesnie
homogenizujac 10000 obr./min 2 min. Nastepnie zlewke z emulsja umieszczono pod
mieszadtlem mechanicznym, kontynuujac proces mieszania do schtodzenia emulsji do
temperatury 40°C. Nastepnie dodano kolejno sktadniki fazy IV oraz zmierzono odczyn pH
emulsji. Odczyn pH wynosit 4,5 wobec czego dodano regulator alkalizujacy (wodorotlenek
sodu) do osiggniecia pH 5,0-5,5 by zachowaé fizjologiczny zakres dzialania na leczony

naskorek. Kolejnym etapem tworzenia formuly kremu byto dodanie sktadnikow fazy IV, ktore
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nawazono po schtodzeniu masy do 40°C i dodano kolejno podczas mieszania. Jako uktad

konserwujacy wykorzystano mieszaning soli sodowej kwasu lewulinowego oraz sorbinianu

potasu. Kolejnym dodanym skladnikiem fazy IV byt dibursztynian trisodu etylenodiaminy.

Nastepnym skladnikiem fazy IV dodanym podczas tworzenia formulacji kremu byt sktadnik

aktywny w postaci natywnego biofermentu zwierajgcego (nicodwirowang) biomase drozdzy

Yarrowia lipolytica (Kb) lub w postaci samego filtratu (Kf), pozbawionego biomasy drozdzy.

Formuta po dodaniu zostata poddana ponownie homogenizacji 10000 obr/min. przez 3 min w

celu poprawy jednorodnosci i dyspersji sktadnika aktywnego w emulsji. Zastosowano 10%

stezenie biofermentu/filtratu.

Tabela 6. Sklad kremu do twarzy ze skladnikiem biofunkcjonalnym

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Stezenie Funkcja
0/100g
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Mocznik Urea 3,0 humektant
3 D-panthenol Panthenol 1,0 sktadnik aktywny
Faza Il
4 Gliceryna Glycerin 3 humektant
farmaceutyczna roslinna
5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2 zagestnik
Faza Il
6 Emulpharma K10 Cetearyl Glucoside, 5,0 emulgator
RSPO MB Sorbitan Olivate,
Cetearyl Alcohol
7 Masto shea Butyrospermum 1,0 emolient
Parkii Butter
8 Olej z ogdrecznika Borago Officinalis 2,0 emolient
lekarskiego Seed Oil
9 Witamina E Tocopheryl Acetate 1,0 antyoksydant
10 Kaprynian kokosowy, Coco 4,0 emolient
trojgliceryd kaprylowo- | Caprylate/Caprate,
kaprynowy Caprylic/ Capric
Triglyceride,
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, 0,5 konserwant
sorbinian potasu Potassium Sorbate
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Acid, Citric Acid/

Yarrowia lipolytica
Ferment Filtrate
Alpha-Ketoglutaric
Acid, Propionic
Acid, Citric Acid

12 Dibursztynian Trisodium 0,1 substancja
trisodowo- Ethylenediamine chelatujaca
etylenodiaminy Disuccinate
Yarrowia lipolytica
Ferment Lysate,
13 Bioferment natywy / Alpha-Ketoglutaric
Filtrat Acid, Propionic 10 substancja aktywna

Wariant kontrolny kremu wykonano analogicznie jak z biofermentem (Kf, Kb). Jako regulatora

pH zastosowano roztwor wodny 3% kwasu cytrynowego w celu uzyskania odczynu pH kremu

w zakresie 5,3-5,5 oraz aby zachowac proporcje wagowe poszczegdlnych faz (Tab.7).

Tabela 7. Sklad kremu do twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Stezenie Funkcja
9/100g
+/-5

Faza |

1 Woda Agqua ds rozpuszczalnik

2 Mocznik Urea 3,0 humektant

3 D-panthenol Panthenol 1,0 sktadnik aktywny
Faza Il

4 Gliceryna Glycerin humektant

farmaceutyczna 3
ros§linna

5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2 zagestnik
Faza 11

6 Emulpharma K10 Cetearyl Glucoside, emulgator

RSPO MB Sorbitan Olivate, 5,0
Cetearyl Alcohol
7 Masto shea Butyrospermum 1,0 emolient
Parkii Butter
8 Olej z ogorecznika Borago Officinalis 2,0 emolient
lekarskiego Seed Qil
9 Witamina E Tocopheryl Acetate 1,0 antyoksydant
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10 Kaprynian kokosowy, Coco emolient
trojgliceryd Caprylate/Caprate, 4,0
kaprylowo-kaprynowy |  Caprylic/ Capric
Triglyceride,
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, 0,5 konserwant
sorbinian potasu Potassium Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium substancja
trisodowo- Ethylenediamine 0,1 chelatujaca
etylenodiaminy Disuccinate
13 Kwas cytrynowy 3% Citric Acid 10 regulator pH

Ostatecznie otrzymano trzy warianty kremu do twarzy, dwa produkty z dodatkiem
biofunkcjonalnym tj. krem do twarzy z natywnym biofermentem i krem do twarzy z filtratem
jak 1 trzeci produkt — krem do twarzy bez dodatku biofunkcjonalnego, wariant kontrolny.

Schematyczne przygotowanie formulacji przedstawiono na Rys. 12.

Rysunek 12. Przygotowanie formulacji typu krem do twarzy
(Fot. Laboratorium Symbiosis, opracowanie wlasne)

Le 1.Faza wodna g A Py ‘ 2. Faza tluszczowa _

3. Emulsja / krem

e —

Drugim produktem kosmetycznym bylo serum do twarzy. Szczegolowe sklady
formulacji przedstawiono w Tab. 8-9. Faze I stanowil bioferment natywny/filtrat w potgczeniu
z woda w stosunku 1:1. Nastepnie sktadniki fazy II wymieszano recznie w celu uzyskania

jednorodnej zawiesiny w zlewce pomocniczej i dodano do fazy I w celu zageszczenia uktadu
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fazy wodnej (I). W kolejnym etapie potaczono fazy I i Il i homogenizowano przez 1 min w celu
uzyskania jednorodnej zelowej konsystencji za pomocg homogenizatora IKA T 50 Ultra-Turrax
z predkoscig obrotow 6000 obr./min. Nastgpnie dodano kolejno sktadniki fazy I1l. Odczyn pH
miescit si¢ w zakresie 4,0-4,5. Jako zagestnik zastosowano gume¢ ksantanowa. W celu
optymalizacji procesu dozowania fazy Il do I wykorzystano polaczenie gumy ksantanowej z
gliceryng oraz pantenolem w naczyniu pomocniczym, ktore znacznie utatwiaja dozowanie
lepkiego roztworu gumy do naczynia gtdwnego, co skraca czas mieszania i homogenizacji w
celu uzyskania jednorodnego zelu z fazy wodnej. Odpowiedni, weczesniej zoptymalizowany
czas homogenizacji (maksymalnie 1 min.) zastosowano nie tylko w celu uzyskania
homogenicznosci serum, Ostatecznie, po potaczeniu wszystkich faz, uzyskano jednorodng

lekko metna, jasno z6ttg 1 potpltynna, zelowa formute serum.

Tabela 8. Sklad serum do twarzy ze skladnikiem biofunkcjonalnym

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Stezenie Funkcja
g/100g
+/-5
Faza |
1 Woda Agua ds rozpuszczalnik
2 Bioferment Yarrowia lipolytica Ferment Lysate, 50 substancja aktywna
natywny/Filtrat Alpha-Ketoglutaric Acid, Propionic
Acid, Citric Acid/ Yarrowia lipolytica
Ferment Filtrate Alpha-Ketoglutaric
Acid, Propionic Acid, Citric Acid

Faza Il

3 Gliceryna Glycerin 3 humektant

farmaceutyczna roslinna
4 D-Panthenol Panthenol 3 substancja
aktywna/humektant

5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2 zagestnik
Faza 11

11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5 konserwant
sorbinian potasu Sorbate

12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1 substancja

trisodowo- Disuccinate chelatujaca

etylenodiaminy

Prébe kontrolng przygotowano analogicznie jak proby badane, przy czym zamiast sktadnika

pochodzenia mikrobiologicznego dodano kwas cytrynowy w stezeniu 3% (Tab.9).
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Tabela 9. Sklad serum do twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego — proba kontrolna

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Stezenie Funkcja
g/100g
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Kwas cytrynowy Citric Acid 10 substancja aktywna
roztwor 3%
Faza Il
3 Gliceryna Glycerin 3 humektant
farmaceutyczna roslinna
4 D-Panthenol Panthenol 3 substancja
aktywna/humektant
5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2 zagestnik
Faza 1l
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1 substancja
trisodowo- Disuccinate chelatujaca
etylenodiaminy

Ostatecznie otrzymano trzy warianty serum do twarzy, dwa produkty z dodatkiem
biofunkcjoanlnym tj. serum do twarzy z natywnym biofermentem i serum do twarzy z filtratem

jak i trzeci produkt — serum do twarzy bez dodatku biofunkcjonalnego, wariant kontrolny.

Schematyczne przygotowanie formulacji przedstawiono na Rys.13.

Rysunek 13. Przygotowanie formulacji typu serum do twarzy.

(Fot. Laboratorium Symbiosis, opracowanie wlasne)

[_llllﬂ-ﬂ',"

1.Mieszanie i homogenizacja faz serum
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Trzecim produktem kosmetycznym jest Zzel do mycia twarzy. Szczegdtowe sklady
formulacji przedstawiono w Tab. 10-11. Faze 1 stanowilo polaczenie skladnika
biofunkcjonalnego z wodg. Skfadniki fazy Il wymieszano recznie w celu uzyskania jednorodne;j
zawiesiny bez grudek (w zlewce pomocniczej) i dodano do fazy I w celu zageszczenia uktadu
fazy wodnej (I). Potaczone fazy I 1 II mieszano recznie a nastgpnie homogenizowano przez 1
min w celu uzyskania jednorodnej zelowej konsystencji za pomocg homogenizatora IKA T 50
Ultra-Turrax z predkoscig obrotowg z 6000 obr./min. Podczas homogenizacji, zmniejszano
obroty do 5000 obr/min i dodano sktadnik fazy III surfaktant (pelargonian poliglicerylu-4) by
nie doprowadzi¢ do spieniania zelu. Ostatnim etapem byto przygotowanie fazy 1V. Ostatecznie

uzyskano lekko metny jasny z6tto-brazowy jednorodny zel.

Tabela 10. Sklad zelu do mycia twarzy ze skladnikiem biofunkcjonalnym

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Stezenie Funkcja
g/100g
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Bioferment Yarrowia lipolytica Ferment Lysate, 10 substancja aktywna
natywny/Filtrat Alpha-Ketoglutaric Acid, Propionic

Acid, Citric Acid/
Yarrowia lipolytica Ferment Filtrate,
Alpha-Ketoglutaric Acid, Propionic

Acid, Citric Acid

Faza Il
3 D-panthenol Panthenol 3 substancja aktywna,
humektant
4 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,5 zagestnik
Faza Ill
5 Pelargonian Polyglyceryl-4 Pelargonate 5,0 surfaktant
poliglicerylu-4
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1 substancja
trisodowo- Disuccinate chelatujaca

etylenodiaminy
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Prébe kontrolng przygotowano analogicznie jak proby badane, przy czym zamiast

sktadnika pochodzenia mikrobiologicznego dodano kwas cytrynowy w stezeniu 3% (Tab. 11).

Tabela 11. Sklad zelu do mycia twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego — préba kontrolna

Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI Stezenie Funkcja
g/100g
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Kwas cytrynowy Citric Acid 10 substancja aktywna
roztwor 3%
Faza Il
3 D-panthenol Panthenol 3 substancja aktywna,
humektant
4 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,5 zagestnik
Faza 1l
5 Pelargonian Polyglyceryl-4 Pelargonate 5,0 surfaktant
poliglicerylu-4
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1 substancja
trisodowo- Disuccinate chelatujaca

etylenodiaminy

Ostatecznie otrzymano trzy warianty Zelu do mycia twarzy, dwa produkty z dodatkiem
biofunkcjoanlnym tj. zel do mycia twarzy z natywnym biofermentem i zel do mycia twarzy z
filtratem jak i trzeci produkt — Zel do mycia twarzy bez dodatku biofunkcjonalnego, wariant

kontrolny. Schematyczne przygotowanie formulacji przedstawiono na Rys.14.
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Rysunek 14. Przygotowanie formulacji typu Zel do mycia twarzy
(Fot. Laboratorium Symbiosis, opracowanie wlasne)

2.3 Analiza fizykochemiczna
2.3.1 Odczyn pH

Oznaczenie wykonano wedtug normy BN-77/6140-01/07. Do zlewki 0 pojemnosci 100
ml odwazono 5 g wczesniej przygotowanej formulacji. Do pomiaru zastosowano pehametr

firmy Shott (Rys.15) wyposazony w elektrode kombinowana.

Rysunek 15. Pehametr firmy Shott
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2.3.2 Lepkosé

Lepkos¢ formulacji kosmetycznych jest istotnym parametrem fizykochemicznym, to od
niej zalezy smarownos¢ produktu oraz uwalnianie z niej substancji czynnych. Lepkos¢
zdefiniowaé mozna jako wiasciwo$é substancji ptynnych oraz plastycznych ciat statych, ktora
charakteryzuje opér wewngtrzny stawiany przez badane substancje, przeciw ptynieciu. Pomiary
lepkosci dokonuije sig za pomocg lepkosciomierza. Urzadzenie to mierzy opor lepkosciowy na
krecacym si¢ dysku, zanurzonym w badanym osrodku. Na skutek obrotow wrzeciona
pomiarowego nastepuje scinanie badanej probki, ktorej miarg lepkosci jest predkos$¢ obrotowa
ustalajagca si¢ po przytozeniu zadanego momentu obrotowego. Opor stawiany ruchowi
wrzeciona przez badang probke zmienia si¢ proporcjonalnie do wielkosci wrzeciona i szybkosci
jego obracania si¢. Zalezy on od lepkosci badanej substancji. Wartos¢ kata odchylenia
wrzeciona w odniesieniu do sprezyny daje wartos¢ momentu obrotowego. Stosunek momentu
obrotowego do predkosci wrzeciona nazywany jest lepkoscia istotng, wyrazona w jednostce
[mPa-s]. Wiskozymetry rotacyjne charakteryzuja si¢ duzg doktadnoscig pomiarow. W celu
zbadania lepkosci formulacji kosmetycznej w waskich zlewkach umieszczono przygotowane
probki. Pomiary wykonywano przy uzyciu wszystkich wrzecion, rozpoczynajac od

najwolniejszych obrotow.
2.3.3 Gestos¢

Gestos¢ produktu oznaczano zgodnie z normg PBW 49 wyd.1 z dnia 07.06.2016.
2.3.4 Stezenie metali ciezkich

Zawarto$¢ metali cigzkich oznaczano za pomocg absorpcyjnej spektrometrii atomowej

zgodnie z wytycznymi normy PN-EN SO 17294-2:2016-11.
2.3.5 Stabilno$¢ mechaniczna

Stabilno$¢ mechaniczng badano z wykorzystaniem testu wirowkowego. Probki
produktéw kosmetycznych o masie 30 g kazda umieszczono w 50 ml probowkach typu Falcon
1 poddano odwirowaniu w wirdwce z predkoscig 300 obr/min przez 10 min. Po zakonczeniu

wirowania, probki analizowano pod katem braku lub obecno$ci rozwarstwienia produktu.
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2.3.6 Potencjal antyoksydacyjny

e Zawarto$¢ polifenoli ogotem — metoda Folin-Ciocalteu

Zawarto$ci zwigzkow redukujacych ogotem oznaczono w oparciu o metodyke z
wykorzystaniem odczynnika Folin-Ciocalteu (FC). Zasada metody polega na
spektrofotometrycznym pomiarze absorbancji prob (A=750 nm) z dodatkiem odczynnika FC
(Fluka). Uzyskane wyniki zaprezentowano jako mg standardu (kwercetyna lub kwas galusowy)
na 1 gram suchej masy ekstraktu lub 1 mL produktu, ktore uzyskano po podstawieniu wartosci
absorbancji do rdwnania regresji z krzywej standardowe;.

e Potencjal przeciwrodnikowy — zdolno§¢ wygaszania rodnika DPPH’

Potencjal przeciwrodnikowy oznaczono w oparciu o zdolno$¢ wygaszania rodnika
DPPH'. Zasada metody polega na spektrofotometrycznym pomiarze zmian st¢zenia stabilnego
rodnika DPPH" (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl) (Merck-Sigma, Warszawa), w odniesieniu do
zdolno$ci zmiatania rodnikow przez Trolox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-
karboksylowy). Obliczony % zmiatania podstawiono do krzywych standardowych dla Troloxu
(Merck-Sigma, Warszawa) (y=551,17x-3,0305, r2=0,9816). Potencjal przeciwrodnikowy

wyrazono w mg Troloxu w przeliczeniu na 100 g surowca.
2.3.7 Analiza chromatograficzna

Stezenie glicerolu 1 kwasdéw organicznych oznaczano technika wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) na chromatografie Hitachi - L-2000 Series LaChrom Elite
(zestaw: automatyczny podajnik probek L-2200, pompa podwoédjna L-2130, z detektorem
refraktometrycznym RID L-2490 oraz detektorem uv L-2400).
Do oznaczen uzyto kolumne Rezex ROA Organic Acid H+ (8%) — 300 x 7,80 mm
(Phenomenex). Jako eluent stosowano 0,0225N H>SOs, przy przeptywie 0,6 ml/min,
izokratycznie. Oznaczenia prowadzono w temperaturze 30°C. Proby nanoszono na kolumne w
ilodci 10 pl. Czas rozdziatu wynosit 30 minut. Identyfikacji jakosciowej i ilosciowej dokonano
metodg standardu zewnetrznego z wykorzystaniem powierzchni oraz wysokosci pikow (pomiar
I integracja komputerowa z zastosowaniem programu EZChrom Elite).

2.4 Metody mikrobiologiczne

2.4.1 Przygotowanie inokulum grzybow

Grzyby namnazano w podtozu YPD w temperaturze 30°C przez 22 h. Po namnozeniu

biomasy, hodowle wirowano (4000 obr./min.) a osad przemyto dwa razy 0,9% NaCl w celu
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usunig¢cia pozostatosci pozywki namnazajacej i metabolitow drobnoustrojow. Osad biomasy

zawieszono w 0,9% NaCl w celu uzyskania gestosci optycznej roztworu rownej 1 McFarlanda.
2.4.2 Przygotowanie inokulum bakterii

Bakterie namnazano w podtozu dedykowanym danej grupie rodzajowej w temperaturze
37°C przez 22-24 h. Po namnozeniu biomasy, hodowle wirowano (4000 obr./min.) a osad
przemyto dwa razy 0,9% NaCl w celu usunigcia pozostalo$ci pozywki namnazajacej i
metabolitow drobnoustrojow. Osad biomasy zawieszono w 0,9% NaCl w celu uzyskania

gestosci optycznej roztworu réwnej 1 McFarlanda.
2.4.3 Oznaczanie liczebnos$ci drobnoustrojow — metoda zalewowa Kocha

Liczebnos¢ drobnoustrojow oznaczano metodg rozcienczen dziesigtnych. Ptytki zalano
uptynnionym podtozem dedykowanym danej grupie mikroorganizmow. Po zestaleniu podtoza,
ptytki wraz z materialem inkubowano przez 48-72 h w temperaturze odpowiedniej dla danej
grupy drobnoustrojow (bakterie - 37°C, grzyby - 30°C). Hodowle prowadzono w warunkach

tlenowych lub wzglednie beztlenowych.

2.4.4 Oznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i prebiotycznej metoda

studzienkowo-dyfuzyjna

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

oceniono na podstawie strefy przejasnienia lub zageszczenia biomasy wokot studzienek.
2.5 Metody badania formulacji kosmetycznych
2.5.1 Ocena stabilnosci produktow kosmetycznych

Préby formulacji kosmetycznych o masie 25 g umieszczono w neutralnych chemicznie,
szklanych przezroczystych probowkach 1 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 rozpoczgcia testu.
Kazdorazowo, proby przechowywane w temperaturze 4°C i 37°C, dzien przed wykonaniem

oceny umieszczano w temperaturze pokojowej w celu ujednolicenia warunkéw badania. Metoda
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organoleptyczng analizowano barwe, zapach, konsystencje, ewentualng obecnos$¢ osadu oraz

pianotworczos¢ formulacji.
2.5.2 Ocena czystosci mikrobiologicznej produktow kosmetycznych

Oceng czystosci mikrobiologicznej nowoopracowanych produktéw wykonano zgodnie
z opisem przedstawionym w punkcie 2.4.3. Analiz¢ wykonywano bezposrednio po

przygotowaniu prob oraz po 2, 6 1 12 tygodniach od przygotowania.
2.5.3 Test kompatybilnosci masy kosmetycznej z opakowaniem

Probki kosmetykow o masie 20 g umieszczono w opakowaniach docelowych 1
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
poszczegbdlnych prob poddawano ocenie po 4, 8 1 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 warunkoéw
badania. Metodg organoleptyczng analizowano barwe, zapach, konsystencje oraz tatwosc
aplikacji kosmetykéw. W celu oceny barwy, z uwagi na nieprzezroczystos¢ opakowan,
przenoszono po 5 g prob do szklanych, przezroczystych probdéwek. Ocene konsystencji
dokonywano organoleptycznie. Uzyskane wyniki porownywano z wynikami prowadzonego

réwnoczesnie testu stabilno$ci produktow kosmetycznych.
2.5.4 Ocena szczelno$ci opakowania

W celu oceny szczelno$ci opakowan kosmetycznych, napelione 70 g produktéw
myjacych opakowania umieszczano w pozycji horyzontalnej i pozostawiano na 24 h w
temperaturze pokojowej na r¢czniku papierowym, w odstepach 15-20 cm. Po tym czasie

analizowano obecnos¢ ewentualnych sladéw po masie kosmetyczne;j.
2.5.5 Test konserwacji

W pierwszej kolejnosci przygotowano kultury szczepdéw wskaznikowych (2.4.112.4.2).
Po rozmrozeniu stokow glicerolowych, zawiesing przelano do 10 ml podtoza bulion odzywczy
wzbogaconego glukozga. 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 liczebnos¢ 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
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mikroorganizmu. Po wprowadzeniu inokulum proby doktadnie wymieszano i wykonywano
analize mikrobiologiczng bezposrednio po zakazeniu oraz po 7, 14 i1 28 dniach od zakazenia, w
celu wustalenia liczebnosci mikroorganizméw w probach. W migdzyczasie proby

przechowywano w temperaturze pokojowej bez dostgpu swiatla.
2.5.6 Ocena organoleptyczna

Formulacje kosmetyczne przeanalizowano pod katem wlasciwos$ci organoleptycznych.
Parametry, kryteria oraz metody analizy przedstawia Tab.12.

Tabela 12. Ocena organoleptyczna formulacji kosmetycznych

Analizowan . .
y Metoda analizy Kryteria
parametr
Kolor ptynu Ocena wizualna Nie dotyczy
Przezroczystos¢ Ocena wizualna Transparentny/Metny
pltynu
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, /gesta/
obserwacja zbita/delikatna
. Zaaplikowanie na Bardzo wysoka/umiarkowanie
Latwos¢ . . . -
. powierzchnig skory, wysoka/niska/
rozprowadzania . .
obserwacja bardzo niska
Zaaplikowanie na Bardzo wysoka/umiarkowanie
Sliskos¢ powierzchnig skory, wysoka/niska/
obserwacja bardzo niska
Zaa}pllk(})IW.a nllt:na Bardzo wysoka/umiarkowanie
. . owierzZennig SKory, .
Latwos¢ splukiwania P . ¢ . ry wysoka/niska/
obserwacja pod biezaca .
bardzo niska
woda
Wrazenie smqgm_@cm Zaaplikowanie na
lub przesuszenia . . , Obecne/brak
, powierzchnig skory
skory

2.5.7 Testy dermatologiczne

Testy prowadzono pod nadzorem lekarza dermatologa. Ocena wlasciwosci
alergizujacych i podrazniajacych preparatu, przeprowadzono na grupie ochotnikéw. Probanci
zostali dobrani zgodnie z Deklaracja Helsinska i wytycznymi COLIPA (ang. The Cosmetic
Toiletry and Perfumery Association). Badanie przeprowadzono przy pomocy plastrow

komorowych z bibutkami filtracyjnymi, na ktdre nanoszono badany produkt, a nastepnie calos¢
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zostata przyklejona na skore ramienia lub okolice miedzytopatkowa. Proby byly zdejmowane
po 48 h, a odczytu dokonano po 15-20 minutach i 72 h od zdjgcia plastra wg ogolnie przyjetej
skali w badaniach dermatologicznych i oceniano przez lekarza dermatologa. Odczyn dodatni
potwierdzat alergizujace wlasciwosci preparatu, a ujemny — brak wilasciwosci alergizujacych.
Metodyka wykonanych badan byt zgodna z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego 1
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.
2.5.8 Testy aplikacyjno-uzytkowe

Badania potwierdzajace lub wykluczajace deklarowane wilasciwosci 1 dzialania
kosmetyku prowadzono w warunkach domowych oraz w Centrum Dermatologii Symbiosis Sp.
2 0.0. (Kod res. I- 000000171099, W-30 V- 01, VI11-001, VI11-1200 ) w Poznaniu pod nadzorem
lekarza dermatologa, technologa oraz kosmetologa przy udziale probantéw — ochotnikow. Do
badan aplikacyjno-uzytkowych zostala wytypowana grupa 60 oso6b, odpowiadajagcym
wskazaniom do stosowania produktu. Dobor probantéw odbywat si¢ wg wstepnej oceny stanu
skory oraz zdrowia. Ze wzgledu na przeznaczenie nowoopracowanych produktow osoby
uczestniczace w badaniu byly w trakcie kuracji izotretynoing i zadeklarowaty che¢ poprawy
wygladu oraz kondycji skory.

Sposob prowadzenia badan w warunkach domowych (panel domowy).

Zakwalifikowani do badan przez prowadzacego probanci otrzymali po jednym opakowaniu zelu
do mycia twarzy, serum do twarzy oraz kremu do twarzy. Probantow podzielono na trzy grupy
po 20 0so6b (n=20), ktdére otrzymaty:

Grupa (Gb) - produkty z biofermentem natywnym: zel do mycia twarzy (Zb), serum do twarzy
(Sb), krem do twarzy (Kb)

Grupa (Gf) - produkty z biofermentem w postaci filtratu: zel do mycia twarzy (Zf), serum do
twarzy (Sf), krem do twarzy (Sf)

Grupa (GK) - produkty bez sktadnika biofunkcjonalnego: zel do mycia twarzy (Zk), serum do
twarzy (Sk), krem do twarzy (Kk)

Ochotnicy zostali zobowigzani do stosowania otrzymanych produktow wedlug dedykowanej

instrukcji:
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1. Niewielka ilo$¢ zelu do mycia twarzy (jedng doz¢ pompki) nanie$ na dionie i delikatnie
spieni¢, tworzac mieszaning z ciepta woda z kranu. Nastepnie umy¢ twarz jednokrotnie
1 doktadnie sptuka¢ oraz osuszy¢ twarz recznikiem.

2. Nastepnie niewielkg ilo§¢ serum do twarzy (jedna doza pompki) nanie$¢ na dlonie,
rozmasowac, ocierajgc dtonie o siebie i1 catg powierzchnig dtoni wmasowa¢ produkt w
skore twarzy.

3. Po wchionigciu serum jedng doze pompki kremu do twarzy nanie$¢ na dlonie i
wmasowac na catg powierzchni¢ skory twarzy. W razie potrzeby powtorzy¢ czynnosé
stosujgc dodatkowg doze kremu.

Produkty stosowac rano i 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 szczegdlowo
odnotowywac uwagi dotyczace wlasnosci uzytkowe testowanego kosmetyku

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

Osobom uczestniczacym 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: intensywno$¢ leczenia tradziku,
stan zdrowia, rodzaj i kondycja skéry, uwarunkowania genetyczne, cechy osobnicze,
indywidualne upodobania, tryb zycia, warunki srodowiska naturalnego itp. Indywidualne oceny
wlasnosci uzytkowych badanych produktow uzyskane od probantéw opracowano w
sprawozdaniu z badan ankietowych (badania aplikacyjno-uzytkowe). Czas trwania badan
wynosit 2 tygodnie.

Opracowano pytania zwigzane z oceng produktow (badania aplikacyjne).

1. Czy uwaza Pani/Pan, Ze zastosowane produkty wplynely korzystnie na poprawe kondycji
skory? Odpowiedzi:

- Korzystny wplyw

- Nie zauwazono zmian

- Pogorszenie stanu cery
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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 jest Pani/Pan zadowolona z konsystencji preparatu typu serum uzytego w badaniach?
Odpowiedzi:

- Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu

- Konsystencja $rednio przyjemna w uzytkowaniu

- Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu

4. Czy jest Pani/Pan zadowolona z wlasciwosci myjacych preparatu typu zel do mycia twarzy

uzytego w badaniach? Odpowiedzi:

- Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu nie $cigga skory po umyciu
- Konsystencja $rednio przyjemna w uzytkowaniu i wystepuje §cigganie cery po umyciu

- Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu

5. Czy po zakonczeniu badan z wykorzystaniem produktow zel do mycia twarzy, serum do
twarzy, krem do twarzy zauwazyl/a Pani/Pan zmniejszenie podraznien, uczucia suchosci oraz
poprawe nawilzenia cery: Odpowiedzi:

- Tak, nastapita wyrazna poprawa,

- Nie, nie odczuwam istotnej poprawy

- Nastapito pogorszenie objawow.

W trakcie prowadzenia badan dokonano oceny wpltywu kosmetyku na stan skéry i ogdlne
odczucia ochotnikow w oparciu o dlugoterminows, wielokrotng aplikacje badanego produktu
na skorg, zgodnie z jego przeznaczeniem i sposobem uzycia. Badania miaty na celu
potwierdzenie lub wykluczenie deklarowanego dzialania produktu. Deklarowane dzialanie
produktu uznano za potwierdzone, gdy liczba pozytywnych odpowiedzi stanowita co najmniej

50% ogolnej liczby odpowiedzi uzyskanych od probantéw w badaniu.

2.5.9 Badania aparaturowe

Badania aparaturowe przy udziale probantéw prowadzono w Centrum Dermatologii
Symbiosis Sp. z 0.0. (Kod res. 1- 000000171099, W-30 V- 01, VI1-001, V111-1200 ) w Poznaniu
pod nadzorem lekarza dermatologa, technologa oraz kosmetologa przy udziale probantow —

ochotnikéw. Dobor probantéw zostal opisany w pkt. Badania aplikacyjno-uzytkowe.
2.5.10 Badanie stopnia nawilzenia skéry - TEWL

Oceng dhugosci utrzymywania si¢ prawidlowego stopnia nawilzenia skory — badanie
TEWL (ang. Transepidermal Water Loss) prowadzono za pomoca urzadzenia Tewametr® TM

210. Pomiar jest dokonywany przez dwie pary czujnikow wewnatrz sondy (temperatura i
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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 rozpoczeciu stosowania produktow kosmetycznych

3. Po dwoch tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych

4. Po czterech tygodniach stosowania produktéw kosmetycznych.
2.5.11 Badanie poziomu wilgotnosci skory - Corneometr

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

Miejsce badania skora czota, policzka, brody.
2.5.12 Poziom elastycznosci skory

Poziom elastycznosci 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 produktow 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.
2.5.13 Odczyn pH skory

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

glowy. Sposob wykonania pomiaru przedstawiono na Rys.16.
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Rysunek 16. Pomaiar pH skéry probanta

2.6.Dokumentacja wdrozeniowa

W ramach pracy doktorskiej przygotowano dokumentacj¢ technologiczng konieczng do
wdrozenia produktow na rynek — raporty bezpieczenstwa, karty charakterystyki sktadnikow
biofunkcjonalnych i tre$ci etykiet. Dokumenty przygotowano zgodnie z tre$cig Rozporzadzenia
Parlementu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30.11.2009 r.
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V  Wyniki i dyskusja
1. Biosynteza kwasu alfa-ketoglutarowego

Pierwszym etapem prowadzonych prac bylo przygotowanie kluczowego surowca
kosmetycznego, efektu fermentacji glicerolu przy udziale drozdzy z gatunku Yarrowia
lipolytica w kierunku syntezy kwasu alfa-ketoglutarowego. Nalezy wskaza¢, ze metodologia
prowadzenia bioprocesu stanowita przedmiot szczegélowych badan prowadzonych przez Panig
Pauling Maciejewska — Gil (2023). W efekcie prowadzonych prac zostal ustalony sktad podtoza
produkcyjnego jak 1 wybdr parametréw hodowli. W niniejszej pracy wykorzystano pozyskana
wczesnie] wiedzg¢ 1 przeprowadzono biosyntez¢ AKG zgodnie z opracowang metodyka. W
efekcie przeprowadzonego procesu fermentacji uzyskano bioferment natywny, w ktérym
oznaczono: biomas¢ drozdzy Y. lipolitica w stgzeniu 9,5 g/L, kwas alfa-ketoglutarowy w

stezeniu 14,2 g/L, kwas pirogronowy w stezeniu 12,3 g/L 1 kwas cytrynowy w stezeniu 2,1 g/L.

Rysunek 17. Schemat etapow biosyntezy kwasu alfa-ketoglutarowego

Po zakonczeniu fermentacji, mikroorganizmy pozostajace w fermencie poddano dezaktywacji.
Na tym etapie prac badano wplyw naprzemiennej inkubacji w zmiennych warunkach
temperaturowych oraz dezintegracj¢ $cian komoérkowych drobnoustrojow przy uzyciu tazni
ultradzwigkowej. Wyniki analiz przedstawia Tab. 13. Naprzemienne zastosowanie niskiej i
wysokiej temperatury pozwolilo na catkowite i trwale zahamowanie proceséw zyciowych
drobnoustrojow wchodzacych w skfad biofermentu. W przypadku zastosowania lazni
ultradzwickowej, liczba drobnoustrojow ulegla istotnemu obnizeniu z wartosci 108 do 10°
jtk/ml. Ostatecznie, niecatkowita eliminacja zywych drobnoustrojow z biofermentu a takze

obecno$¢ pozostatosci cukrow dostepnych dla drobnoustrojow spowodowalo, ze ich liczba
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wzrosta do wartoéci 6,6 x 107 jtk/ml w 72 godzinie przechowywania biofermentu w
temperaturze pokojowej. Z uwagi na fakt, iz produkt kosmetyczny zgodnie z wymaganiami
Gloéwnego Inspektoratu Sanitarnego musi by¢ pozbawiony zywych drobnoustrojow, w dalszej
czedci badan wykorzystano metode termiczng, ktdora w przeprowadzonych testach okazata sie
skuteczna.

Z uzyskanego na drodze biotechnologicznej ptynu pofermentacyjnego zawierajacy kwas
alfa-ketoglutarowy (a takze inne metabolity) i lizat biomasy drozdzy z rodzaju Yarrowia sp.
uzyskano dwa surowce o potencjale aplikacyjnym. Pierwszy to bioferment natywny, czyli ptyn
pofermentacyjny poddany jedynie obrobce termicznej w celu dezaktywacji drobnoustrojow.
Drugi to filtrat, czyli produkt pozyskany poprzez filtracje biofermentu natywnego w celu
separacji biomasy drobnoustrojow.

Tabela 13. Sklad biofermentu natywnego i filtratu

Skladnik Bioferment natywny Filtrat
Biomasa Yarrowia lipolytica obecna nieobecna
Kwas alfa-ketoglutarowy 14,2 g/L 14,2 g/L
Kwas pirogronowy 12,3 g/L 12,3 g/L
Kwas cytrynowy 2,1g/L 2,1g/L
Fragmenty $ciany komorkowej obecne obecne
Yarrowia lipolytica

2. Przygotowanie formulacji kosmetycznych

Przygotowanie formulacji kosmetycznych, w tym wybor surowcoéw kosmetycznych jak iich
stezen jest kluczowym etapem, ktory determinuje nie tylko wiasciwosci fizyko-chemiczne
formulacji, ich stabilno$¢ mikrobiologiczng i organoleptyczng jak i wlasciwosci funkcjonalne.
Biorac pod uwage mnogo$¢ surowcoOw dostgpnych na polskim i zagranicznym rynku jak i ich
innowacyjny a jednocze$nie trudny do przewidzenia charakter, opracowanie sktadu jako$ciowo-
ilosciowego formulacji nie jest zadaniem prostym. Tym wigksza trudno$¢ zwigzana jest z
udziatem w  formulacji  skladnika pochodzenia  biotechnologicznego, w tym
mikrobiologicznego. W niniejszej pracy zdecydowano si¢ na surowce pochodzenia naturalnego
o udokumentowanych witasciwos$ciach.

W tej czesci badan przygotowano trzy roézne formulacje kosmetyczne — krem do twarzy,
serum do twarzy i zel do mycia twarzy. Dodatkowo dla kazdego typu formulacji przygotowano

kontrole (bez dodatku funkcjonalnego).
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Tabela 14. Oznaczenie przygotowanych formulacji

LP Opis formulacji Oznaczenie

formulacji
1 Krem zawierajacy bioferment natywny Kb
2 Krem zawierajacy filtrat pozbawiony biomasy Kf
3 Krem kontrolny, bez dodatku biofunkcjoaninego Kk
4 Serum zawierajgce bioferment natywny Sb
5 Serum zawierajace filtrat pozbawiony biomasy Sf
6 Serum kontrolne, bez dodatku biofunkcjonalnego Sk
7 Zel zawierajacy bioferment natywny Zb
8 Zel zawierajacy filtrat Zf
9 Zel do mycia bez dodatku biofunkcjonalnego Zk

Pierwsza przygotowang formulacja byl krem do twarzy typu emulsja O/W o
wlasciwosciach nawilzajagcych. Krem nawilzajacy jest najbardziej popularnym typem
nalezacym do asortymentu typu kremy. Lekka formuta tej formulacji nie obcigza skory twarzy,
nadajac jej zdrowy, naturalny wyglad. Podczas tworzenia formulacji emulsji uwzglgdniono jej
lipofilowo$¢, sktadniki warunkujace nawilzenie oraz kwasny odczyn pH naskoérka, ktore sg
najwazniejszym czynnikiem determinujagcym zachowanie si¢ substancji czynnej w kontakcie ze
skora tradzikowa. Wykonano trzy wersje kremu: Kb — krem zawierajacy bioferment natywny,
Kf — krem zawierajacy filtrat pozbawiony biomasy drozdzy, Kk — krem kontrolny, bez dodatku
biofunkcjonalnego (Tab. 15i 16).

W pierwszym etapie przygotowano bazg w postaci emulsji. Sktadniki fazy I dodano do
wody 1 mieszano do rozpuszczenia poszczegdlnych substancji podgrzewajac na mieszadle
magnetycznym, mieszajagc do osiggnigcia temperatury 70°C. Nastepnie skladniki fazy II
wymieszano r¢cznie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny i dodano do fazy I w celu
zageszczenia ukladu fazy wodnej. Polaczone fazy 1 i Il mieszano rgeznie a nastepnie
homogenizowano przez 1 min celem uzyskania jednorodnej krystalicznej zelowej konsystencji
za pomocg IKA T 50 homogenizator Ultra-Turrax z predkoscia obrotowa 6000 obr./min. W
trakcie przygotowania fazy I i II, nawazono do zlewki sktadniki fazy III (faza thuszczowa). Po

nawazeniu, zlewke umieszczono w tazni wodnej i ogrzano do temperatury 70°C w celu stopienia
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sktadnikow. Po uzyskaniu klarownego roztworu, uzyskang mieszaning thuszczowa (faza III)
dodano powoli do zlewki fazy wodnej, zelowej (fazy 11 II) jednoczesnie homogenizujac 10000
obr./min 2 min. Nast¢pnie zlewke z emulsjg umieszczono pod mieszadlem mechanicznym,
kontynuujac proces mieszania do schtodzenia emulsji do temperatury 40°C. Nastepnie dodano
kolejno sktadniki fazy IV oraz zmierzono odczyn pH emulsji. Odczyn pH wynosit 4,5 wobec
czego dodano regulator alkalizujacy (wodorotlenek sodu) do osiagniecia pH 5,0-5,5; aby
zachowa¢ fizjologiczny zakres dzialania na leczony naskoérek. Jako zagestnik zastosowano
gume ksantanowag, ktora petni funkcje modyfikatora reologii emulsji nadajac jest korzystne
walory sensoryczne podczas aplikacji na skoére, zmniejszajac lepkos¢ 1 nadajagc aksamitne
wykonczenie po wchtonigciu. Guma ksantanowa jest rowniez substancja pomocniczga, silnym
stabilizatorem systemow na bazie emulsji i $rodkow powierzchniowo czynnych. Tworzy
krystalicznie czyste preparaty, ma wysoka tolerancj¢ na elektrolity co jest bardzo istotne w
przypadku zastosowania wysokiego stezenia sktadnikéw bioaktywnych bogatych w kwasy
organiczne (Alhalmi i in., 2018). W oparciu o doswiadczenie wykorzystano polgczenie gumy
ksantanowej z gliceryng w naczyniu pomocniczym, ktore znacznie ufatwia dozowanie do
naczynia gldownego oraz skraca czas mieszania i homogenizacji w celu uzyskania krystalicznego
zelu z fazy wodnej. Takie zastosowanie technologii procesu jest szczegdlnie istotne podczas
skalowania procesu produkcji. Skladniki fazy I takie jak mocznik, stanowig podstawowy
sktadnik naturalnego czynnika nawilzajacego (ang. Natural Moisturizing Factor - NMF)
niezbedny do utrzymania odpowiedniego uwodnienia keratyny naskorka. Gliceryna 1 mocznik
sa rowniez stosowane w dostepnych na rynku kosmetykach, ktorym przypisuje si¢ wtasciwosci
higroskopijne, jako sugerowana role zamienng dla (NMF). Jest jednak jasne, ze zarowno funkcja
bariery naskorka, jak i mechanizm wilasciwosci jego warstwy rogowej nie zaleza tylko od
zawarto$ci wody, ale co wazniejsze, od organizacji molekularnej lipidomiki oraz bialek. W
czasie opracowania receptury kremu uwzgledniono potencjal synergistycznego potaczenia
gliceryny 1 mocznika jako promotora dla uwalniania substancji czynnych (w tym, glownie
sktadnikow biofermetu) (Bjorklund i in., 2013). Zastosowano potaczenie funkcji pomocniczej
reologicznej sktadnikéw kosmetyku z korzystnym odzywczym dziataniem na naskorek.
Stanowi to szczegdlnie istotng alternatywe¢ do pielggnacji cery suchej podczas leczenia
izotretynoing. Koncepcje¢ takiej mieszaniny wykorzystano w formule jako alternatywe dla
popularnych promotordéw przenikania (tj. glikol propylenowy czy butylenowy) stosowanych w
kremach. Obserwacje (Costa-Balogh i in.,2006; Nowacka i in., 2012) wskazaly, ze gliceryna i
mocznik mogg zachowa¢ wtasciwosci fizyczne uwodnionego lipidu w naskérku z nadmierng

suchos$ciag, nie powodujac podraznienia. Kolejnym etapem tworzenia formuty kremu byto
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dodanie sktadnikéw fazy IV, ktore nawazono po schtodzeniu masy do 40°C i dodawano kolejno
podczas mieszania. Jako uktad konserwujacy wykorzystano mieszaning soli sodowej kwasu
lewulinowego oraz sorbinianu potasu. Dobor st¢zenia ukladu konserwujacego oparto na
wynikach badan (Pinto 1 in.,, 2021), ktore wskazaly skuteczny zakres dziatania
bakteriostatycznego kosmetyku z zachowaniem mikrobioty kolonizujacej naskorek. Kolejnym
dodanym sktadnikiem fazy IV wplywajacym na stabilno$¢ bakteriostatyczng kremu byt
dibursztynian trisodu etylenodiaminy, biodegradowalny $rodek chelatujacy, ktory wyrdznia si¢
tym, ze jest bardzo selektywny w stosunku do problematycznych metali przejsciowych.
Wykazano, ze kompleksy metali z biodegradowalnym ligandem, kwasem
etylenodiaminodibursztynowym, wykazujg dzialanie przeciwbakteryjne wobec grzyboéw i
bakterii (Costa 1 in., 2008). Nastepnym sktadnikiem fazy IV dodanym podczas tworzenia
formulacji kremu byl skladnik aktywny w postaci natywnego biofermentu zwierajacego
(nieodwirowang) biomase drozdzy Yarrowia lipolytica (Kb) lub w postaci samego filtratu (Kf),
pozbawionego biomasy drozdzy. Formuta po dodaniu sktadnika pochodzenia
biotechnologicznego zostala poddana ponownie homogenizacji 10000 obr/min. przez 3 min w
celu poprawy jednorodnosci 1 dyspersji skladnika w emulsji. Zastosowano 10% stezenie
biofermentu/filtratu. Nalezy wskaza¢, Zze nieaktywne komorki biomasy drozdzy z rodzaju
Yarrowia sp. to cenne zrodto aminokwasow, peptydoglikanu oraz nukleotydow. Kwas alfa-
ketoglutarowy obecny w biofermencie/filtracie wedlug danych literaturowych moze znalez¢é
pei¢ wiele funkcji m.in. udziat w syntezie biatek, stymulacj¢ syntezy kolagenu, modulacje
uktadu odporno$ciowego i opdznianie procesoOw starzenia (Saghi i1 in., 2023). Niewiele jest
jednak doniesien literaturowych na temat jego funkcji/ zastosowania w pielegnacji skory. Z
uwagi na plejotropowy charakter kwasu alfa-ketoglutarowego zostal zastosowany w
opracowanych formulacjach jako aktywny skladnik o wlasciwosciach regenerujacych,
przeciwzapalnych i antyoksydacyjnych. Dane literaturowe wskazuja, ze kwas AKG ma
pozytywny wplyw na ekspresje mRNA w filagrynie, palmitoilotransferazie serynowej i
inwolukrynie, co moze zwigksza¢ zdolno$¢ zatrzymywania wody w warstwie rogowej naskorka
i utrzymywacé barierowa funkcje skory (Yang i in., 2022). Ponadto obecno$¢ kwasu
pirogronowego moze przyczynia¢ si¢ do synergistycznego dziatania antyoksydacyjnego 1
przeciwzapalnego. AKG jest stosowany w kosmetologii i dermatologii jako peeling chemiczny
do pielggnacji oraz wspomagania leczenia cery tradzikowej z hipergigmentacja w stezeniu
powyzej 30%, wykazano ze w niskich dawkach moze hamowac aktywnos¢ cyklooksygenazy-2
(COX-2), enzymu odgrywajacego kluczowa rolg w wytwarzaniu mediatorow stanu zapalnego

zwanych prostaglandynami (Sarkar i in., 2024). Ponadto stwierdzono, ze kwas pirogronowy
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(inny metabolit syntetyzowany przez drozdze Yarrowia sp.) hamuje wytwarzanie interleukiny-
6 (IL-6), cytokiny prozapalnej, ktora bierze udzial w reakcji skory wobec urazow i stanow
zapalnych. Zmniejszajac poziom IL-6 i hamujac aktywnos¢ COX-2, kwas pirogronowy moze
pomdc w ograniczeniu stanu zapalnego, ktdry przyczynia si¢ do przebarwien pozapalnych, co
czyni go uzytecznym skladnikiem zmniejszajacym ryzyko tego rodzaju powiktan podczas
leczenia izotretynoing. Naturalne pochodzenie kwasu cytrynowego obecnego W
biofermencie/filtracie, stanowi sktadnik pomocniczy aktywny oraz regulator pH formuty, ktére
winno by¢ w zakresie pH 5,3-5,5. Warto wskazaé, ze forma sktadnika aktywnego w postaci
filtratu pozbawionego biomasy komorek drozdzy Yarrowia sp. wydaje si¢ by¢ bardziej
korzystna w tworzeniu formulacji ze wzgledu na krotszy czas homogenizacji koncowe;j. Jest to
istotny aspekt technologii podczas skalowania procesu. Krem z dodatkiem filtratu
charakteryzowatl si¢ mniej intensywnym, drozdZzowym zapachem co moze mie¢ znaczenie w

komunikacji marketingowej kosmetyku.

Tabela 15. Sklad kremu do twarzy ze skladnikiem biofunkcjonalnym

Stezenie
Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI 9/100g Funkcja
+/-5
Faza |
1 Woda Agua ds rozpuszczalnik
2 Mocznik Urea 3,0-5,0 humektant
3 D-panthenol Panthenol 1,0-5,0 sktadnik aktywny
Faza Il
4 Gliceryna Glycerin 3-5 humektant
farmaceutyczna roslinna
5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2-0,5 zagestnik
Faza 1l
6 Emulpharma K10 Cetearyl Glucoside, 5,0-6,0 emulgator
RSPO MB Sorbitan Olivate,
Cetearyl Alcohol
7 Masto shea Butyrospermum 1,0-3,0 emolient
Parkii Butter
8 Olej z ogorecznika Borago Officinalis 2,0-4,0 emolient
lekarskiego Seed Oil

9 Witamina E Tocopheryl Acetate 1,0 antyoksydant
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10 Kaprynian kokosowy, Coco 4,0-8,0 emolient
trojgliceryd kaprylowo- | Caprylate/Caprate,

kaprynowy Caprylic/ Capric
Triglyceride,
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, 0,5-1,9 konserwant
sorbinian potasu Potassium Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium 0,1-0,5 substancja
trisodowo- Ethylenediamine chelatujaca
etylenodiaminy Disuccinate
13 Bioferment natywy/ Yarrowia lipolytica 10 substancja aktywna
Filtrat Ferment Lysate,

Alpha-Ketoglutaric
Acid, Pyruvic Acid,
Citric Acid /

Yarrowia Lipolytica
Ferment Filtrate,
Alpha-Ketoglutaric
Acid, Pyruvic Acid,
Citric Acid

Wariant kontrolny kremu do twarzy (Tab. 16) wykonano analogicznie jak te z dodatkiem
sktadnikow biofunkcjonalnych (Kf, Kb). Jako regulator pH zastosowano roztwér wodny 3%
kwasu cytrynowego w celu uzyskania odczynu w zakresie 5,3-5,5 oraz aby zachowac¢ proporcje

wagowe poszczegOlnych faz.

Tabela 16. Sklad kremu do twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego

Stezenie
Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI 0/100g Funkcja
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Mocznik Urea 3,0-5,0 humektant
3 D-panthenol Panthenol 1,0-5,0 sktadnik aktywny
Faza Il
4 Gliceryna Glycerin humektant
farmaceutyczna 3-5
ro$linna
5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2-0,5 zagestnik
Faza Ill
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6 Emulpharma K10 Cetearyl Glucoside, emulgator
RSPO MB Sorbitan Olivate, 5,0-6,0
Cetearyl Alcohol
7 Masto shea Butyrospermum 1,0-3,0 emolient
Parkii Butter
8 Olej z ogdrecznika Borago Officinalis 2,0-4,0 emolient
lekarskiego Seed Oil
9 Witamina E Tocopheryl Acetate 1,0 antyoksydant
10 Kaprynian kokosowy, Coco emolient
trojgliceryd Caprylate/Caprate, 4,0-8,0
kaprylowo-kaprynowy |  Caprylic/ Capric
Triglyceride,
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, 0,5-1,9 konserwant
sorbinian potasu Potassium Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium substancja
trisodowo- Ethylenediamine 0,1-0,5 chelatujgca
etylenodiaminy Disuccinate
13 Kwas cytrynowy 3% Citric Acid 10 regulator pH

Drugim produktem kosmetycznym byto serum do twarzy. Wedlug praktyki
kosmetologicznej serum to kosmetyk chrakteryzujacy sie silniejszy dziataniem w poréwnaniu
do kremu, gtownie z uwagi na wyzszg koncentracje sktadnikéw aktywnych. Oprocz tego jest
produktem o lekkiej, czesto zelowej konsystencji. Zgodnie z danymi literaturowymi celem
stosowania produktu jest wzmocnienie i1 zintensyfikowanie codziennej pielegnacji skory
podczas leczenia izotretynoing, w konsekwencji czego skora staje si¢ przesuszona, co wynika z
redukcji poziomu lipidéow 1 innych substancji wchodzacych w skiad naturalnego czynnika
nawilzajgcego (Armengot-Carbo i in., 2015).

Technologia produkcji serum jest oparta o wodny roztwér (1:1) biofermentu
natywnego/filtratu. Tak wysokie stezenie sktadnika biofunkcjonalnego ma na celu wytworzenie
zupelnie nowego produktu charakteryzujacego si¢ bardzo wysoka koncentracjg biatek
enzymatycznych i aminokwaséow, postbiotykow 1 innych zwigzkéw  pochodzenia
mikrobiologicznego. Warto wskazaé, ze biomasa drozdzy z gatunku Yarrowia lipolytica jest
wykorzystywana do produkcji produktéw o wysokiej zawartosci sktadnikow odzywczych.
Stanowi zrodto biatka, aminokwasow, kwasow tluszczowych, witamin, 2-fenyloetanolu.
Ponadto gatunek ten posiada status GRAS (ang. Generally Recognized as Safe) co oznacza

potwierdzone bezpieczenstwo stosowania w bardzo szerokim zakresie (Eszterbauer i in., 2023).
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Nalezy wskaza¢, ze z uwagi na wspomniane bezpieczenstwo nie ma ograniczen w stosowaniu
tego surowca w kosmetykach w aspekcie stezen. Obecnie, na polskim 1 zagranicznym rynku nie
ma surowca czy kosmetyku, ktory zawieratby lizaty komorek drozdzy z rodzaju Yarrowia sp.
lub/i metabolity jak np. kwas alfa-ketoglutarowy. Kwas alfa-ketaglutarowy moze przyczyniac¢
si¢ do poprawy wiasciwosci antyoksydacyjnych surowca kosmetycznego i/lub formulacji
kosmetycznej. Chen 1 in. wykazali, ze AKG moze znacznie poprawi¢ aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej, jak i1 obnizy¢ poziom dialdehydu malonowego, co w konsekwencji prowadzi
do poprawy zdolnosci antyoksydacyjnych, bez efektu draznigcego (Chen i in., 2015).
Szczegdlowy sktad formulacji przedstawiono w Tabeli 17. Faze I stanowit bioferment
natywny/filtrat w polaczeniu z wodga w stosunku 1:1. Nastepnie sktadniki fazy I wymieszano
recznie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny w zlewce pomocniczej i dodano do fazy | w
celu zageszczenia uktadu fazy wodnej (I). Nastepnie potaczono fazy I 1 II i homogenizowano
przez 1 min w celu uzyskania jednorodnej Zelowej konsystencji za pomoca homogenizatora
IKA T 50 Ultra-Turrax z predkoscig obrotow 6000 obr./min. Nastgpnie dodano kolejno
sktadniki fazy I11. Odczyn pH miescit si¢ w zakresie 4,0- 4,5 wobec czego nie dodano regulatora
alkalizujacego, z zlozeniem by zachowa¢ maksymalng aktywno$¢ biologiczng kwasu alfa-
ketagultarowego obecnego w biofermencie/filtracie. Jako zagestnik zastosowano gume
ksantanowg, ktéra nadaje korzystne walory sensoryczne podczas aplikacji na skore,
zmniejszajac lepkos¢ i dajac odczucie aksamitnego wykonczenia po wchtonigeiu produktu. W
celu optymalizacji procesu dozowania fazy Il do I wykorzystano potaczenie gumy ksantanowej
z gliceryng oraz pantenolem w naczyniu pomocniczym, ktdre znacznie utatwiaja dozowanie
lepkiego roztworu gumy do naczynia gldwnego, co ostatecznie skraca czas mieszania i
homogenizacji w celu uzyskania jednorodnego zelu z fazy wodnej. Odpowiedni, wczesniej
zoptymalizowany czas homogenizacji (maksymalnie 1 min.) zastosowano nie tylko w celu
uzyskania homogenicznosci serum, ale przede wszystkim w celu uzyskania odpowiedniej
lepkos$¢ produktu. Lepkos¢ serum zalezy od stezenia gumy ksantanowej. Nalezy wskazaé, ze
zachowanie odpowiedniej lepkosci Zelu nie jest zadaniem tatwym i wymaga wielu prob i1
optymalizacji jako§ciowo-ilo§ciowej sktadnikow receptury. Niekorzystny wplyw moga miec
takie sktadniki jak wysokie stezenie soli oraz obecno$¢ kwasow organicznych (Brunchi i in.,
2019). Innym waznym parametrem s3 sily S$cinajgce podczas procesu homogenizacji
biopolimeru, ktorych optymalny dobor, z jednej strony musi zapewnia¢ homogennos¢, z drugiej
stabilno$¢ zelu, zwlaszcza podczas przechowywania gotowego produktu. Bardzo waznym
parametrem w technologii otrzymywania serum jest temperatura. W tym przypadku proces jest

prowadzony ,na zimno” w temperaturze pokojowej, dzigki czemu jest energooszczedny.
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Temperatura pokojowa procesu ma jeszcze jedng bardzo wazng zalete, ktora dotyczy ,,ochrony”
sktadnikow bioaktywnych. Ponadto, potaczenie funkcji reologicznej humektantow z
korzystnym fagodzacym dzialaniem pantenolu stanowi szczegodlng warto§¢ w aspekcie
pielegnacji cery suchej i bardzo suchej. Ostatecznie, po potaczeniu wszystkich faz, uzyskano

jednorodng lekko metng, jasno z6itg 1 potpltynna, zelowa formute serum.

Tabela 17. Sklad serum do twarzy ze skladnikiem biofunkcjonalnym

Stezenie
Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI 0/100g Funkcja
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Bioferment Yarrowia lipolytica Ferment Lysate, 50 substancja aktywna
natywny/Filtrat Alpha-Ketoglutaric Acid, Pyruvic
Acid, Citric Acid /
Yarrowia Lipolytica Ferment Filtrate,
Alpha-Ketaglutaric Acid, Pyruvic
Acid, Citric Acid
Faza Il
3 Gliceryna Glycerin 3-5 humektant
farmaceutyczna ro$linna
4 D-Panthenol Panthenol 3-5 substancja
aktywna/humektant
5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2-0,5 zagestnik
Faza Ill
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5-1,9 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1-0,5 substancja
trisodowo- Disuccinate chelatujgca
etylenodiaminy

Probe kontrolng przygotowano analogicznie jak proby badane, przy czym zamiast sktadnika
pochodzenia mikrobiologicznego dodano kwas cytrynowy w stezeniu 3% (Tab. 18). Wybor
kwasu cytrynowego jest podyktowany jego udowodnionymi wlasciwosciami fizyko-
chemicznymi i funkcjonalnymi. Obecnos$¢ kwasu propionowego oraz cytrynowego przyczynia
si¢ do utrzymania kwasnego odczynu pH naskorka, zmniejszajac tym samym ryzyko

hiperpigmentacji podczas leczenia (Moussou i in., 2014).
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Tabela 18. Sklad serum do twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego — préba kontrolna

Stezenie
Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI g/100g Funkcja
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Kwas cytrynowy Citric Acid 10 substancja aktywna
roztwor 3%
Faza Il
3 Gliceryna Glycerin 3-5 humektant
farmaceutyczna roslinna
4 D-Panthenol Panthenol 3-5 substancja
aktywna/humektant
5 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,2-0,5 zagestnik
Faza Ill
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5-1,9 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1-0,5 substancja
trisodowo- Disuccinate chelatujaca
etylenodiaminy

Trzecim przygotowanym produktem kosmetycznym byt zel do mycia twarzy (Tab. 19 1
20). Zalozenie teoretyczne zaktadato stosowanie Zelu do mycia twarzy w celu kompleksowego
i synergistycznego dzialania opracowanej linii produktow podczas codziennej pielggnacji przez
potencjalnych uzytkownikow. Na etapie testow aplikacyjno-uzytkowych stosowanie Zelu o
znanym 1 zblizonym recepturowo sktadzie ma na celu wykluczy¢ wplyw innych kosmetykéw
(nie znanych koordynatorowi badan) na wyniki badan. Zel do mycia twarzy jest przeznaczony
dla os6b w czasie retinoidoterapii 1 ma bardzo wysoki potencjat wdrozeniowy, ze wzgledu na
brak na rynku polskim tak dedykowanego produktu zawierajacego sktadniki naturalnego,
mikrobiologicznego pochodzenia.

Jako baz¢ kosmetyku zastosowano mieszaning wody z sktadnikiem biofunkcjonalnym
(bioferment natywny/filtrat) w stezeniu 10%. Takie, a nie wyzsze stezenie tego sktadnika byto
podyktowane mniej kontrolowanym dozowaniem kosmetyku na skor¢ oraz obecno$cig w nim
surfaktantu, ktory moze jako skladnik powierzchniowo czynny znacznie zwigkszy¢ potencjal
narazenia na substancje obecne w formule. Potencjal narazenia poszczegdlnych sktadnikow

kosmetycznych uwzgledniania si¢ w marginesu bezpieczenstwa substancji stosowanych w
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kosmetykach. Margines bezpieczenstwa odnosi si¢ do réznicy migdzy dawka substancji uzytej
w kosmetyku, a dawka ktora moze by¢ potencjalnie szkodliwg dla zdrowia (potencjal narazenia)
(Fabio i1n., 2021). Faze I stanowito potaczenie sktadnika biofunkcjonalnego z woda. Sktadniki
fazy Il wymieszano recznie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny bez grudek (w zlewce
pomocniczej) 1 dodano do fazy I w celu zageszczenia uktadu fazy wodnej (I). Potaczone fazy I
i I mieszano r¢cznie a nastepnie homogenizowano przez 1 min w celu uzyskania jednorodnej
zelowej konsystencji za pomocg homogenizatora IKA T 50 Ultra-Turrax z predkoscig obrotowg
z 6000 obr./min. Podczas homogenizacji, zmniejszano obroty do 5000 obr/min i dodano
sktadnik fazy III tj. surfaktant by nie doprowadzi¢ do spieniania zelu. Pelargonian poliglicerylu-
4 to niejonowy lagodny srodek powierzchniowo czynny a jednocze$nie solubilizator, srodek
nawilzajacy 1 pienigcy. Stanowi efekt polimeryzacji kwasu pelargonowego 1 gliceryny
(komponent alkoholowy). W formule kosmetyku zastosowano minimalne st¢zenie sktadnika
myjacego, ktory ma na celu efektywne umycie skory twarzy bez efektu $ciggania czy
podraznienia wrazliwej skory podczas leczenia dermatologicznego retinoidami (Kato i in.,
2003). Ostatnim etapem byto przygotowanie fazy IV. Ostatecznie uzyskano lekko metny jasny

z0tto-brazowy jednorodny zZel.

Tabela 19. Sklad zelu do mycia twarzy ze skladnikiem biofunkcjonalnym

Stezenie
Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI 0/100g Funkcja
+/-5
Faza |
1 Woda Aqua ds rozpuszczalnik
2 Kwas cytrynowy Citric Acid 10 substancja aktywna
roztwor 3%
Faza Il
3 D-panthenol Panthenol 3-5 substancja aktywna,
humektant
4 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,5-1 zagestnik
Faza Ill
5 Pelargonian Polyglyceryl-4 Pelargonate 5,0-10 surfaktant
poliglicerylu-4
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5-1,9 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
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12

Dibursztynian
trisodowo-
etylenodiaminy

Trisodium Ethylenediamine
Disuccinate

0,1-0,5

substancja
chelatujaca

Roéwnolegle przygotowano wariant zelu bez sktadnika biofunkcjonalnego jako wariant

kontrolny (Tab. 20). W tym wariancie zastosowano 3% roztwor kwasu cytrynowego zamiast

biofermentu natywnego czy filtratu.

Tabela 20. Sklad zelu do mycia twarzy bez skladnika biofunkcjonalnego — proba kontrolna

Stezenie
Lp. Nazwa komercyjna Nazwa INCI g/100g Funkcja
+/-5
Faza |
1 Woda Agqua ds rozpuszczalnik
2 Bioferment Yarrowia lipolytica Ferment Lysate, 10 substancja aktywna
natywny/Filtrat Alpha-Ketoglutaric Acid, Pyruvic
Acid, Citric Acid/
Yarrowia lipolytica Ferment Filtrate,
Alpha-Ketoglutaric Acid, Pyruvic
Acid, Citric Acid
Faza Il
3 D-panthenol Panthenol 3-5 substancja aktywna,
humektant
4 Guma kasantanowa Xanthan Gum 0,5-1 zagestnik
Faza Il
5 Pelargonian Polyglyceryl-4 Pelargonate 5,0-10 surfaktant
poliglicerylu-4
Faza IV
11 Lewulinian sodu, Sodium Levulinate, Potassium 0,5-1,9 konserwant
sorbinian potasu Sorbate
12 Dibursztynian Trisodium Ethylenediamine 0,1-0,5 substancja
trisodowo- Disuccinate chelatujaca
etylenodiaminy
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3. Charakterystyka fizyko-chemiczna formulacji kosmetycznych

Kolejnym etapem prac byta podstawowa charakterystyka opracowanych formulacji
kosmetycznych. Ten etap badafh jest obligatoryjny i pozwala na wstgpng ocen¢ jakosci
opracowanych  produktow. Stanowi rdéwniez element potwierdzajacy  stabilnos¢
fizykochemiczng formuly pozwalajaca na okreslenie minimalnej daty przydatnosci do uzycia
oraz obligatoryjny zalacznik do raportu bezpieczenstwa (ang. Safety Assessment Report),
warunkujagcy wprowadzenie produktu na rynek. Charakterystyke wiasciwosci fizyko-

chemicznych zaprezentowano w tabelach 21-23.

Tabela 21. WlasciwoSci fizyczne i chemiczne oraz stabilno$¢ kremu do twarzy

Wariant formulacji Kb Kf Kk
Charakterystyka fizyko-chemiczna formulacji kosmetycznej
Posta¢ / wyglad Jednorodna emulsja/ krem | Jednorodna emulsja/ krem | Jednorodna emulsja/ krem
Barwa Kremowa biato - bezowa Kremowa biato - bezowa Biala
Charakterystyczny Charakterystyczny
Zapach (stabo wyczuwalny) (stabo wyczuwalny) Bez zapachu
drozdzowy drozdzowy
5,25 4.4 53
Warto$¢ pH Przyjety zakres 4,5-5,5 Przyjety zakres 4,0-5,0 Przyjety zakres 4,5-5,0
2826,0 3236,1 3022,9
Lepko$é 47,1%; SP:L4; RPM:100; 53,9%; SP:L4; RPM:100; 50,4%; SP:L4; RPM:100;
mPa*s T:22,9°C T:22,9°C T:22,9°C
Gestosé 0,969 0,985 0,985
g/lem?

Wstepna ocena stabilnosci produktu kosmetycznego - test temperaturowy 24 h

Badane parametry

Barwa, zapach, konsystencja

(Pomiary wykonane w temperaturze pokojowej 22C)

Zakres temperatur
badania

4°C, 20°C, 40°C

Wynik badania

Pozytywny
(Bez zmian)

Pozytywny
(Bez zmian)

Pozytywny
(Bez zmian)

Wstepna ocena stabilno$ci produktu kosmetycznego test wirowkowy po 24h
(szybkos¢ wirowania 2000 obr/min, czas wirowania na 3 min.)

80




Wynik badania

Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz)

Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz)

Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz)

Tabela 22. WlasciwoSci fizyczne i chemiczne oraz stabilnos$¢ serum do twarzy

Wariant formulacji Sh Sf Sk
Charakterystyka fizyko-chemiczna formulacji kosmetycznej
Posta¢/wyglad ptynny przejrzysty zel ptynny przejrzysty zel plynny przejrzysty zel
Barwa jasno - zotta jasno - zbtta jasno - zoétta
Charakterystyczny Charakterystyczny Bez zapachu
Zapach (stabo wyczuwalny) (stabo wyczuwalny)
drozdzowy drozdzowy
4,1 4,1 4,1
Wartos¢ pH (przyjety zakres 3,5-4,5) (przyjety zakres 3,5-4,5) (przyjety zakres 3,5-4,5)
278,4 278,4 278,4
Lepkos¢ 92,8%; SP:L2; RPM:100; 92,8%; SP:L2; RPM:100; 92,8%; SP:L2; RPM:100;
mPa*s T:22,8°C T:22,8°C T:22,8°C
Gestosé 1,009 1,009 1,009
g/cm?®
Wstepna ocena stabilno$ci produktu kosmetycznego - test temperaturowy 24 h
Badane parametry Barwa, zapach, konsystencja
(Pomiary wykonane w temperaturze pokojowej 22°C)
Zakres temperatur 4°C, 20°C, 40°C
badania
Wynik badania Pozytywny Pozytywny Pozytywny
(Bez zmian) (Bez zmian) (Bez zmian)
Wstepna ocena stabilno$ci produktu kosmetycznego test wirowkowy po 24h
(szybkos$¢ wirowania 2000 obr/min., czas wirowania na 3 min.)
Wynik badania Pozytywny Pozytywny Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz) (Bez rozwarstwienia faz) (Bez rozwarstwienia faz)

Tabela 23. WlasciwoSci fizyczne i chemiczne oraz stabilnos$¢ Zelu do mycia twarzy

Wariant formulacji

7Zb

v/

7k

Charakterystyka fizyko-chemiczna formulacji kosmetycznej
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Posta¢/wyglad przejrzysty zel przejrzysty zel przejrzysty zel
Barwa jasno - zotta jasno - zotta jasno - zotta
Charakterystyczny Charakterystyczny
Zapach (stabo wyczuwalny) (stabo wyczuwalny) Bez zapachu
drozdzowy drozdzowy
Wartos¢ pH 4,95 4,95 4,95
(przyjety zakres 4,5-5,5) (przyjety zakres 4,5-5,5) (przyjety zakres 4,5-5,5)
Lepkos¢ 375,4 375,4 375,4
mPa*s 31,3%; SP:L3; RPM:100; | 31,3%; SP:L3; RPM:100; 31,3%; SP:L3; RPM:100;
T:22,9°C T:22,9°C T:22,9°C
Gestosc
glcm?® 0,9565 0,9565 0,9565

Wstepna ocena stabilnos$ci produktu kosmetycznego - test temperaturowy 24 h

Badane parametry

Barwa, zapach, konsystencja

(Pomiary wykonane w temperaturze pokojowej 22°C)

Zakres temperatur
badania

4°C, 20°C, 40°C

Wynik badania

Pozytywny
(Bez zmian)

Pozytywny
(Bez zmian)

Pozytywny
(Bez zmian)

Wstepna ocena stabilno$ci produktu kosmetycznego test wirowkowy po 24h

(szybkos$¢ wirowania 2000 obr/min., czas wirowania na 3 min.)

Wynik badania

Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz)

Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz)

Pozytywny
(Bez rozwarstwienia faz)

Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i1 Rady WE 1223/2009
dotyczacego produktow kosmetycznych, konieczna jest weryfikacja formulacji kosmetycznych
w aspekcie obecno$ci zanieczyszczen i substancji niedozwolonych. W zalaczniku II do
Rozporzadzenia (WE) nr 1223/2009 mozna znalez¢ ponad 1600 substancji zakazanych do
stosowania w produktach kosmetycznych. W tym wykazie znajduja si¢ np. metale ci¢zkie takie
jak otéw, kadm, arsen, nikiel czy rtg¢. 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
ilosci  substancji pochodzacej z

jest niezamierzona obecno$¢ malej niedozwolonej,

zanieczyszczen skfadnikow naturalnych lub syntetycznych, procesu wytwarzania,

przechowywania, migracji z opakowania, ktéra przy zastosowaniu zasad Dobrej Praktyki
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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 wyszczeg6lnia¢ ich w skladzie
wyrobu podanym na etykiecie (Art. 19 Rozp. 1223/2009). W przypadku obecno$ci ilosci
sladowych substancji niedozwolonych nalezy jednak przedstawi¢ dowody na to, ze ich
unikniecie jest niemozliwe ze wzgledow technicznych. Standardowo weryfikacja metali
cigzkich odbywa si¢ na podstawie deklaracji 1 oswiadczen ich zawartosci w dokumentacji
poszczegolnych surowcow kosmetycznych lub na podstawie analizy finalnego kosmetyku. Jest
to wazny 1 obligatoryjny aspekt warunkujacy bezpieczenstwo produktu.

Wyniki analizy st¢zenia metali ciezkich przedstawia Tab.24.

Tabela 24. Zanieczyszczenia, Sladowe ilo$ci substancji niedozwolonych w opracowanych formulacjach

Oznaczany Norma Badania formulacja
wskaznik badawcza Jednostka - - -
Kb | KfF | Kk | Sb | Sf | sk | zb | zf | Zk
PN-EN ISO mg/kg 0,017 | 0,058 | 0,076 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,010
Nikiel 17294-2:2016-11 0 0 0 0 0
PN-EN ISO mg/kg <0,010 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,010
Rteé 17294-2:2016-11 0 0 0 0 0 0 0
PN-EN ISO mg/kg <0,050 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,050
Otow 17294-2:2016-11 0 0 0 0 0 0 0
PN-EN ISO mg/kg <0,010 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,010
Kadm 17294-2:2016-11 0 0 0 0 0 0 0
PN-EN ISO mg/kg <0,050 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,05 | <0,050
Arsen 17294-2:2016-11 0 0 0 0 0 0 0

Uzyskane wyniki badan wskazuja, Ze opracowane formulacje kosmetyczne spehiaja
wymagania Rozporzadzenia WE 1223/2099, a oznaczone st¢zenia metali ciezkich sg bezpieczne

dla zdrowia potencjalnych uzytkownikow.

4.Test konserwacji

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30
listopada 2009 r. dotyczace produktéw kosmetycznych sprzedawanych na terenie Unii
Europejskiej naklada na producentow obowigzek posiadania wynikow testu konserwacji (tzw.
Challenge Test). Jest jednym z kluczowych testow wykorzystywanych w ocenie jakos$ci
produktow kosmetycznych. Jego zadaniem jest sprawdzenie i1 potwierdzenie tzw. stabilno$ci

mikrobiologicznej kosmetyku, wykazujacej czy produkt jest dostatecznie chroniony przed
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rozwojem drobnoustrojow, dzigki zastosowaniu $rodkéw konserwujacych. Dodatkowo,
wykonujac test konserwacji mozna wyznaczy¢ najnizsze stezenie substancji konserwujacej,
ktora zapewni ochron¢ formulacji kosmetycznej 1 jej stabilno$¢ mikrobiologiczna oraz
okreslenie czasu przydatnosci kosmetyku do uzycia. Skutecznos¢ ukladu konserwujacego
ocenia si¢ liczbowo z uwzglednieniem dwoch profili A 1 B. W opracowanych formulacjach
zastosowano konserwant w postaci mieszaniny soli sodowej kwasu lewulinowego oraz
sorbinianu potasu. Dobor stezenia uktadu konserwujacego oparto na wynikach badan (Pinto i
in., 2021), ktore wskazaly skuteczny zakres dzialania bakteriostatycznego kosmetyku z
zachowaniem bezpieczenstwa dla mikrobioty kolonizujacej naskorek.

W celu oceny dziatania substancji konserwujacej proby formulacji kosmetycznych
sztucznie zakazano pojedynczymi szczepami drobnoustrojow wskaznikowych z gatunku
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Candida albicans. Analizg
mikrobiologiczng wykonano bezposrednio po zakazeniu (TO) oraz po 7 (T1), 14 (T2) 1 28 (T3)
dniach od zakazenia w celu ustalenia liczebnosci mikroorganizméw w probach. Wyniki

przedstawiono w Tab. 25-27.

Tabela 25. Test konserwacji dla formulacji typu krem do twarzy

Wynik
Badany parametr Kryterium w czasie TO, T1,T2,T3
akceptacji
Kb Kf Kk
Pseudomonas aeruginosa Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg
Staphylococcus aureus Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg
Escherichia coli Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg
Candida albicans Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg

Tabela 26. Test konserwacji dla formulacji typu serum do twarzy

Wynik
Badany parametr Kryterium w czasie TO, T1,T2,T3
akceptacji
Sb Sf Sk
Pseudomonas aeruginosa Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg
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Staphylococcus aureus Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg

Escherichia coli Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg

Candida albicans Nieobecne Nieobecne Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg

Tabela 27. Test konserwacji dla formulacji typu zZel do mycia twarzy

Wynik
Badany parametr Kryterium w czasie TO, T1,T2,T3
akceptacji 3 ) .
7Zb 7t 7k
Pseudomonas aeruginosa Nieobecne Nieobecne | Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg
Staphylococcus aureus Nieobecne | Nieobecne w | Nieobecne | Nieobecne
wlg 1lg wlg wlg
Escherichia coli Nieobecne Nieobecne | Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg
Candida albicans Nieobecne Nieobecne | Nieobecne | Nieobecne
wlg wlg wlg wlg

Przeprowadzony test konserwacji wykazal, ze zastosowana substancja konserwujaca zapewnia
bezpieczenstwo mikrobiologiczne 1 zabezpiecza kazdg formulacj¢ kosmetyczng przed wzrostem
drobnoustrojow niepozadanych. Warto wskaza¢, ze zastosowanie skladnika w postaci
biofermentu lub filtratu, w ktérego sklad wchodzi szereg zwiazkéw chemicznych o
wlasciwosciach  przeciwdrobnoustrojowych (kwasy organiczne, biatka enzymatyczne,
bakteriocyny) dodatkowo zabezpiecza produkt przed ewentualnym rozwojem drobnoustrojow.
Z drugiej strony istnieje pewne niebezpieczenstwo zwigzane ze stosowaniem skladnikoéw
pochodzenia mikrobiologicznego, z uwagi na mozliwos$¢ niekontrolowanego wzrostu komorek
(w tym przypadku drozdzy z rodzaju Yarrowia sp.). Dlatego kluczowa jest weryfikacja

skutecznos$ci dezaktywacji biomasy drobnoustrojow w surowcu.

5. Jakos¢ mikrobiologiczna
Kluczowym parametrem warunkujagcym bezpieczenstwo formulacji kosmetycznej jest
jego czysto$¢ mikrobiologiczna, zarowno zaraz po produkcji jak i w czasie przechowywania.

Parametr ten jest szczegbélnie wazny w przypadku formulacji, ktore w sktadzie zawieraja
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sktadnik pochodzenia mikrobiologicznego. Zgodnie z normg PN-EN 1SO 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: pozostate kosmetyki. Dla kategorii I maksymalny limit
akceptacji ogolnej liczby drobnoustrojow tlenowych mezofilnych wynosi 2,0x102jtk/g,
drobnoustroje specyficzne (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Canadida
albicans, Escherichia coli) nieobecne w 1 g. Dla kategorii 1l maksymalny limit akceptacji
ogoblnej 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 i Rady (WE) nr 1223/2009 i obowigzuje na terenie
catej Unii Europejskie;.

Badania czysto$ci mikrobiologicznej gotowych 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 tabelach 28-30.

Tabela 28. 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 37°C
akceptacji miary
Kb Kf Kk
Ogodlna liczba drobnoustrojow PN-EN ISO <10° jtk/g <10? <10? <10?
tlenowych mezofilnych 21149:2017-07
Ogolna liczba drobnoustrojow PN-EN ISO <10° jtk/g <1¢? <1Q? <10?
tlenowych psychrofilnych 21149:2017-07
Ogdlna liczba drozdzy iplesni PN-EN ISO <10° jtk/g <102 <102 <102
mezofilnych 16212:2017-08
Ogdlna liczba drozdzy iplesni PN-EN ISO <10° jtk/g <102 <102 <10?
psychrofilnych 16212:2017-08
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Pseudomonas aeruginosa PN-EN ISO nieobecne w - nieobecne w | nieobecnew | nieobecne
22717:2016-01 19 19 19 w 1g

Candida albicans PN-EN ISO nieobecne w - nieobecne w | nieobecnew | nieobecne
18416:2016-01 19 1g 19 w 1g

Staphylococcus aureus PN-EN ISO nieobecne w - nieobecne w | nieobecne w | nieobecne
22718:2016-01 19 19 19 w 1g

Tabela 29. Wyniki badan mikrobiologicznych formulacji kosmetycznych typu serum do twarzy

Wynik w czasie TO, T2,T4,T8

Badany parametr Metoda Kryterium | Jednostka W temperaturze 4°C, 20°C i 37°C
akceptacji miary
Sb Sf Sk
Ogolna liczba drobnoustrojow PN-EN ISO <103 jtk/g <102 <102 <102
tlenowych mezofilnych 21149:2017-07
Ogolna liczba drobnoustrojow PN-EN I1SO <103 jtk/g <10? <10? <10?
tlenowych psychrofilnych 21149:2017-07
Ogolna liczba drozdzy i pleéni PN-EN 1SO <10° jtk/g <102 <102 <102
mezofilnych 16212:2017-08
Ogolna liczba drozdzy i ple$ni PN-EN 1SO <10° jtk/g <10? <102 <10?
psychrofilnych 16212:2017-08
Pseudomonas aeruginosa PN-EN ISO nieobecne w 1g - nieobecne w | nieobecne w | nieobecne w
22717:2016-01 1g 1g 1g
Candida albicans PN-EN ISO nieobecne w 1g - nieobecnew | nieobecne w | nieobecne w
18416:2016-01 1g 1g 19
Staphylococcus aureus PN-EN ISO nieobecne w 1g - nieobecnew | nieobecne w | nieobecne w
22718:2016-01 1g 1g 19

Tabela 30. Wyniki badan mikrobiologicznych formulacji kosmetycznych typu zel do mycia twarzy.

Wynik w czasie TO, T2,T4,T8

Badany parametr Metoda Kryterium | Jednostka W temperaturze 4°C, 20°C i 37°C
akceptacji miary
7b 7t 7k
Ogolna liczba drobnoustrojow PN-EN ISO <10? jtk/g <102 <10? <102

tlenowych mezofilnych

21149:2017-07
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Ogolna liczba drobnoustrojow PN-EN ISO <10? jtk/g <102 <102 <1
tlenowych psychrofilnych 21149:2017-07
Ogolna liczba drozdzy i plesni PN-EN ISO <10° jtk/g <10? <10? <102
mezofilnych 16212:2017-08
Ogolna liczba drozdzy i plesni PN-EN ISO <10° jtk/g <10? <10? <10?
psychrofilnych 16212:2017-08
Pseudomonas aeruginosa PN-EN ISO nieobecne w - nieobecnew | nieobecnew | nieobecne w
22717:2016-01 1g 1g 19 1g
Candida albicans PN-EN 1SO nieobecne w - nieobecnew | nieobecnew | nieobecnew
18416:2016-01 1g 1g 19 1g
Staphylococcus aureus PN-EN ISO nieobecne w - nieobecnew | nieobecnew | nieobecne w
22718:2016-01 19 19 19 19

Na podstawie uzyskanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze wszystkie opracowane
formulacje kosmetyczne charakteryzuja si¢ bardzo dobrg stabilno$cig mikrobiologiczng w
czasie przechowywania w r6znych, skrajnych warunkach temperaturowych. Wyniki
przedstawiaja, ze wszystkie badane probki uzyskaty kategori¢ I czystosci mikrobiologicznej
kosmetyku. Dla zadnej formulacji nie zaobserwowano wzrostu drobnoustrojow, ani

potencjalnie patogennych jak i mezofilnych i psychrofilnych.
6. Ocena stabilnosci produktéow kosmetycznych

Jednymi z najwazniejszych analiz produktow kosmetycznych sg testy stabilnosci (testy
starzeniowe) 1 kompatybilnos$ci z opakowaniem. Testy stabilno$ci maja 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 to od zmian srodowiskowych oraz od dlugosci
przeznaczenia do uzytku produktu. Podczas badan stabilno$ci mozna zastosowac rézne zakresy
temperatur oraz czasy testowania.

Proby formulacji kosmetycznych poddano ocenie stabilno$ci w czasie 1 w rdéznych
warunkach temperaturowych. Badania prowadzono przez 12 tygodni w temperaturze 4°C, 20°C
i 37°C, analizujgc parametry formulacjii po 2, 4, 8 i 12 tygodniach
od rozpoczecia testu. Wyniki oceny przedstawiajg Tab. 31-33.
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Tabela 31. Ocena stabilno$ci formulacji typu krem do twarzy

fc\Jll\'/riﬂ?;ctji pllgg%m;r?ia cs:sr(;t\}y 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
Kf
4°C T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TS Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T12 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
20°C
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
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 Bez zmian Bardziej intensywny Obnizenie lepkosci
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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
Tabela 32. Ocena stabilnosci formulacji typu serum do twarzy
Wariant
formulacji Temperatura Punkt Barwa Zapach Konsystencja
przechowywania | czasowy
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
Sb 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
37°C - - :
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
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T4 Bez zmian in?ear:g;\i;i y Obnizenie lepkosci
T8 Bez zmian _ Bardziej Obnizenie lepkosci
intensywny
T12 Bez zmian _ Bardziej Obnizenie lepkosci
intensywny
TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
St 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
20°C - - -
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
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
T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
37°C
T8 Bez zmian Baraziej Obnizenie lepkosci
intensywny
T12 Bez zmian _ Bardziej Obnizenie lepkosci
intensywny
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
Sk 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
37°C T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
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Bez zmian Bardziej s -

T8 intensywiy Obnizenie lepkosci

T12 Bez zmian Bardziej Obnizenie lepkosci
intensywny

Tabela 33. Ocena stabilno$ci formulacji typu zel do mycia twarzy

fgyriﬂ?;:ji przz?h%mggia czpausgt\;[y 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
7b 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 Obnizenie lepkosci
T8 Bez zmian Bez zmian Obnizenie lepkosci
T12 Bez zmian Bez zmian 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
v/ 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
37°C TO Bez zmian Bez zmian Bez zmian
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T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T4 Bez zmian Bez zmian Bez zmian
T8 Bez zmian Bez zmian Obnizenie lepkosci
T12 Bez zmian Bez zmian 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
7k 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
37°C
T2 Bez zmian Bez zmian Bez zmian

W czasie 12 tygodni przechowywania nie wykazano znaczacych zmian barwy wszystkich
testowanych formulacji. Jedyne zaobserwowane zmiany dotyczyly intensywnosci zapachu i
zmiany konsystencji wszystkich 9 badanych formulacji, zwlaszcza w przypadku produktow
typu krem do twarzy i serum do twarzy. Jednak obserwacje te tycza si¢ jedynie prob
przechowywanych w podwyzszonej temperaturze (37°C), co zapewne ma zwigzek ze zmianami

reologicznymi emulsji/hydrozelu.
7. Ocena kompatybilnosci matrycy kosmetycznej z opakowaniem

Waznym etapem przy wdrozeniu kosmetyku na rynek jest wybranie odpowiedniego
opakowania tak, aby nie wykazywalo braku kompatybilnosci z masg kosmetyczng, zapewniato
wygodne dozowanie, zabezpieczato mas¢ przed dzialaniem czynnikéw srodowiskowych oraz
zapewnialo stabilno$§¢ masy w zmiennych warunkach temperaturowych. Kompatybilnos¢
opakowania z masg kosmetyku zalezy glownie od rodzaju tworzywa, z ktérego zostato
wykonane. Wzajemne oddziatywanie tworzywa opakowaniowego i masy kosmetycznej jest
weryfikowane na podstawie testow kompatybilno$ci, ktore polegajg na sprawdzeniu ich

interakcji w r6znych warunkach temperaturowych. Opakowanie nie moze wywiera¢ wplywu na
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sktad masy, zmienia¢ jej barwy, zapachu 1 lepkosci. Kompatybilno$¢ masy kosmetyku z
opakowaniem wigze si¢ roOwniez z jego forma, postacia, sposobem dozowania i przeznaczeniem
formulacji. Ostatecznie jako opakowania do badanych formulacji kosmetycznych wybrano
butelki z PP (polipropylen) typu airless o pojemnosci 30 ml dla serum do twarzy 1 50 ml dla
kremu do twarzy oraz transparentng butelk¢ PET (polietylen) o objetosci 200 ml z pompka
dozujaca dla zelu myjacego.

Tabela 34. Test uzytkowy kremu do twarzy - opakowanie butelka typu airless 50 ml — test typu
dozowanie masy

Warianty kremu do Doza uzytkowa Ocena dozy
twarzy (9/doza)
Kb 0,4 Poprawna
Kf 0,4 Poprawna
Kk 0,5 Poprawna

Tabela 35. Test uzytkowy serum do twarzy - opakowanie typu airless 30 ml
— test typu dozowanie masy

Warianty serum do Doza uzytkowa Ocena dozy
twarzy (g/doza)
Sb 0,4 Poprawna
Sf 0,4 Poprawna
Sk 0,5 Poprawna

Wytypowane opakowanie typu airless pozwala na poprawne dozowanie porcji kremu lub
serum. Okreslenie dozy kosmetyku jest istotne ze wzgledu na bezpieczenstwo uzytkowania.
Dzigki wyznaczeniu tego wskaznika, w raporcie bezpieczenstwa wylicza si¢ dawke narazenia
na poszczegdlne substancje, okreslajac profil toksykologiczny formulacji. Dla produktow typu
serum czy krem bierze si¢ pod uwage miejsca zastosowania tj. skora twarzy, ktorej
powierzchnia aplikacji to $rednio 565 c¢cm?, okreslona zgodnie z wytycznymi (RIVM report
320104001/2006 holenderski Panstwowy Instytut Zdrowia) oraz wytyczne SCCS/1602/18 (ang.
SCCS, Scientific Committee on Consumer Safety) dla przecigtnego konsumenta o wadze 60 kg
oraz masy stosowanego produktu 1,54 g/dzien. Wobec czego podczas opracowania instrukcji
uzytkowania serum (deklaracje na etykiecie opakowania), mozna zatozy¢, ze wmasowanie
jednej dozy formulacji po umyciu rano 1 wieczorem miesci si¢ w zakresie norm i jest bezpieczne

pod wzgledem ilosci zastosowanego kosmetyku.
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Tabela 36. Test uzytkowy zelu do mycia twarzy - opakowanie typu PET 200 ml

— test typu dozowanie masy

Zel do mycia twarzy Doza uzytkowa Ocena dozy
(g/jedna doza)
7Zb 1,1 Poprawna
7f 1,1 Poprawna
Zk 1,1 Poprawna

Masa dobowej dawki kosmetyku myjacego przeznaczonego do mycia twarzy
determinuje mi¢dzy innymi jego doza. Dla zelu myjacego do twarzy, suma masy kosmetyczne;j
podzielonej na dobe wynosi 5 g/dzien. Wytyczne zostaly okre§lone w raporcie dotyczacym
warunkow dla bezpiecznego stosowania kosmetykow - RIVM report 320104001/2006 oraz
SCCS/1602/18. Wobec tego mozna zalozy¢, ze 1-2 dozy sa bezpieczne a jednoczes$nie beda

wystarczajace na poranng 1 wieczorng higieng skory twarzy.
8. Testy starzeniowe kompatybilnosci matrycy kosmetycznej z opakowaniem

Rownolegle przeprowadzono testy starzeniowe i poddano ocenie zarowno opakowanie
jak 1 mase (Tab. 37). Probki kosmetyku typu serum 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 12 tygodni. Probki kontrolnej serum do

twarzy nie badano, poniewaz produkt nie bedzie ostatecznie komercjalizowany.

Tabela 37. Testy starzeniowe kompatybilnosci serum do twarzy z biofermentem natywnym z
opakowaniem typu airless 30 ml

Warunku przechowywania Temperatura pokojowa Temperatura
22°C 4°C - 40°C
Szczelnosc Bez zmian Bez zmian
Wyglad

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postac Bez zmian Bez zmian

Wyglad masy
Zapach Bez zmian Bez zmian
Barwa Bez zmian Bez zmian
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Tabela 38. Test starzeniowy kompatybilnos$ci serum do twarzy z filtratem

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
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postac Bez zmian Bez zmian

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

Wyniki badan kompatybilnosci masy z opakowaniem podczas testow starzeniowych
wykazaty brak interakcji migdzy masg 1 opakowaniem. Nie zmienila si¢ posta¢, barwa oraz
zapach obu probek masy serum. Opakowanie rowniez nie uleglo deformacji, nie zmienito barwy
oraz nie stracito szczelno$ci. Warto podkresli¢, ze podczas badan kompatybilnosci uzytkowej,
testom powinna zosta¢ poddana réwniez etykieta kosmetyku aby oceni¢ jako$¢ i odpornos¢ na
zdzieranie oraz zachowanie koloru.

Podobng metodologi¢ zastosowano rowniez w przypadku kremu do twarzy. Wyniki
(Tab. 39) badan kompatybilnos$ci masy z opakowaniem podczas testow starzeniowych wykazaly
brak interakcji pomigdzy masg i opakowaniem. Nie zmienita si¢ posta¢, barwa oraz zapach prob
masy kremu. Opakowanie réwniez nie ulegto deformacji, nie zmieniato barwy oraz nie stracito

szczelnosci.

Tabela 39. Test starzeniowy kompatybilnosci kremu do twarzy z biofermentem natywnym z
opakowaniem butelka typu airless 50 ml

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

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postaé Bez zmian Bez zmian

Wyglad masy
Zapach Bez zmian Bez zmian
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Warunku przechowywania Temperatura pokojowa Temperatura
22°C 4°C - 40°C
Szczelnosc Bez zmian Bez zmian
Wyglad
opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano
Barwa Bez zmian Bez zmian

Tabela 40. Test starzeniowy kompatybilnosci kremu do twarzy z filtratem z opakowaniem

butelka typu airless 50 ml

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

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postaé Bez zmian Bez zmian

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

Wyniki badan kompatybilno$ci masy z opakowaniem podczas testow starzeniowych

réwniez wykazaly brak interakcji migdzy masa zelu do mycia twarzy i opakowaniem. Nie

zmienila si¢ postaé, barwa oraz zapach badanych probek zelu. Opakowanie rowniez nie uleglo

deformacji, nie zmienito barwy oraz nie stracito szczelnosci.

Tabela 41. Test starzeniowy kompatybilno$ci Zelu do mycia twarzy z biofermentem natywnym z

opakowaniem typu PET 200 ml

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

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postac Bez zmian Bez zmian

Wyglad masy
Zapach Bez zmian Bez zmian
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Warunki przechowywania Temperatura pokojowa Temperatura
22°C 4°C - 40°C
Szczelnosc Bez zmian Bez zmian
Wyglad
opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano
Barwa Bez zmian Bez zmian

Tabela 42. Test starzeniowy kompatybilnos$ci Zelu do mycia twarzy z filtratem z opakowaniem

typu PET 200 ml

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

opakowania Barwa Bez zmian Bez zmian
Deformacja Nie zaobserwowano Nie zaobserwowano

Postaé Bez zmian Bez zmian

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

Rysunek 18. Opakowania wykorzystane w testach kompatybilnosci a. butelka PET airless 30 ml,
b. butelka PET airless 50 ml c. butelka PET z pompka dozujacg 200 ml
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9. Ocena funkcjonalnosci formulacji kosmetycznych
9.1 Potencjal antyoksydacyjny

Wiasciwosci antyoksydacyjne surowcoéw kosmetycznych jak i gotowych formulacji
kosmetycznych to jeden z kluczowych, funkcjonalnych filarow dzisiejszej kosmetologii.
Zwiazki o potencjale antyoksydacyjnym to chemiczne substancje naturalnego pochodzenia,
ktére neutralizujg niszczacy wplyw oksydantéw, a takze hamujg ich powstawanie. Jest to
niezwykle wazne dzialanie, poniewaz wolne rodniki potrafia przyczyni¢ si¢ do szeregu
niepozadanych zmian w organizmie, w tym skoérze. Antyoksydacyjne dziatanie
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 naskorka. Potencjal antyoksydacyjny formulacji kosmetycznej przyczynia
si¢ w efekcie do redukcji przebarwien, regenerowania skory, przywrdcenia naturalnej bariery
hydrolipidowej, a takze jej ochrony przeciw fotostarzeniu.

Z uwagi na sklad, jak 1 przewidywane wilasciwosci antyoksydacyjne opracowanych
formulacji kosmetycznych, wykonano analiz¢ tego potencjatu, a wyniki przedstawiono w Tab.
43.

Tabela 43. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna i przeciwrodnikowa formulacji kosmetycznych

Aktywno$¢é
Lp. Typ formulacji DPPH ABTS chelatujaca 1500
mmol Tx/g s.m mmol Tx/g s.m ppm (%)
1 Kb 3,8-4,0 4,7-5,0 12,0-13,0
2 Kf 3,0-3,4 3,7-4,0 10,5-12,0
3 Kk 2,1-2,5 2,8-3,2 8,5-9,0
4 Sb 4,5-5,0 6,2-7,0 14,2-15,0
5 Sf 3,9-4,5 5,7-6,1 13,7-14,5
6 Sk 3,1-4,0 5,0-5,5 12,8-13,5
7 Zb 2,5-3,0 4,2-45 11,2-11,5
8 Zf 2,5-34 4,0-4,7 10,9-11,2
9 7k 1,8-2,0 3,6-4,0 10,2-10,8
10 | Bioferment natywny 7,6-8,5 9,5-11,2 22,5-25,0
1 Filtrat 6,2-6,9 8,1-8,8 15,0-16,0
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Analiza potencjatu antyoksydacyjnego opracowanych formulacji kosmetycznych wykazata
najwigksza aktywnos¢ dla formulacji typu serum zawierajacej bioferment natywny, dla ktorej
parametr DPPH jest rowny 4,5-5,0 mmol Tx/g s.m., wskaznik ABTS wynosi 6,3-7,0 mmol Tx/
g s.m. a aktywnos$¢ chelatujaca 14,2-15,0 %. Nieznacznie nizsze wyniki otrzymano dla
formulacji krem z biofermentem natywnym dla ktorej parametr DPPH jest rowny 3,8-4,0 mmol
Tx/g s.m., wskaznik ABTS wynosi 4,7-5,0 mmol Tx/ g s.m. a aktywno$¢ chelatujaca 12,0-13,0
%. Przeprowadzone analizy wskazuja, ze wyzZszym potencjalem antyoksydacyjnym
charakteryzuja si¢ formulacje zawierajacy natywny bioferment niz te zawierajace filtrat.
Natomiast najnizszy potencjal antyoksydacyjny wykazano dla formulacji nie zawierajacych

sktadnika bioaktywnego.
9.2 Potencjal przeciwdrobnoustrojowy i prebiotyczny

Wazng cechg, $wiadczaca o funkcjonalnosci formulacji kosmetycznej jest rowniez
aktywno$¢ przeciwko patogenom, zwlaszcza tych ktére moga =zasiedlaé zewngtrzng
powierzchni¢ skory. Faktem jest, Zze barierowe funkcje skory sa wspierane poprzez jej naturalng
mikrobiotg, jednak szereg czynnikéw zewnetrznych i srodowiskowych moze zaburza¢ zarowno
funkcjonowanie skory jak i przyczyni¢ si¢ do ograniczenia bioréznorodnos$ci jako$ciowo-
ilosciowe] sktadu mikrobioty skoéry. Dlatego tez szczegodlnie wazne jest, aby innowacyjne
formulacje kosmetyczne z jednej strony stymulowaly zasiedlanie i wzrost drobnoustrojow
prozdrowotnych, w tym probiotycznych, z drugiej natomiast wykazywaly charakter
przeciwdrobnoustrojowy przeciwko potencjalnym patogenom skory.

Analizujac wlasciwos$ci prozdrowotne opracowanych formulacji kosmetycznych badano
ich wplyw na szczepy bakterii patogennych jak i szczepy drobnoustrojéw potencjalnie
probiotycznym. W badaniach wykorzystano metode studzienkowo-dyfuzyjna i formulacje
niezawierajgce substancji konserwujacej. Dodatek konserwantu jest wymagany w wiekszosci
formulacji, jednak w tym badaniu jego obecnos$¢ spowodowataby zahamowanie wzrostu
drobnoustrojow wobec ktorych analizowano aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Uzyskane

wyniki przedstawiono w Tab. 44-45.
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Tabela 44. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa formulacji kosmetycznych

Szczep wzorcowy

L T

p form)L/JFI)acji . ? ’ 4 ° ° ! °

Strefa zahamowania wzrostu drobnoustrojéw (mm)

1 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
2 Kf 8,0£2,0 | 9,0+2,0 | 8,0+2,0 | 9,0+£2,0 | 8,0+2,0 | 9,0+2,0 | 8,0+2,0 | 9,0+2,0
3 Kk 1,0+0,0 NW NW NW NW NW NW NW

4 Sb 11,0£2,0 | 14,0£3,0 | 13,0+2,0 | 15,0+£3,0 | 13,0+2,0 | 16,0+2,0 | 11,0£2,0 | 14,0+3,0
5 Sf 11,0+2,0 | 14,0£3,0 | 13,0+2,0 | 15,0+3,0 | 13,0+2,0 | 6,0£2,0 | 11,0+2,0 | 14,0+3,0
6 Sk NW NW NW NW NW NW NW NW

7 7b NW NW NW NW NW NW NW NW

8 Zf NW NW NW NW NW NW NW NW

9 Zk NW NW NW NW NW NW NW NW
10 | Bioferment | 15,0+3,0 | 19,0+3,0 | 22,0+3,0 | 25,0+3,0 | 20,0+3,0 | 23,0+3,0 | 21,0+3,0 | 10,0+3,0

natywny

11 Filtrat 12,0+2,0 | 13,0+2,0 | 12,0£2,0 | 13,0+2,0 | 11,0+2,0 | 12,0+2,0 | 14,0£2,0 | 7,0£1,0

NW —nie wykazano strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow

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

O~NO O~ WN B

Z uzyskanych wynikéw badan mozna wywnioskowac, ze dodatek surowca kosmetycznego w
postaci biofermentu natywnego lub filtratu otrzymanego na drodze biotechnologicznej
wykazuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec wytypowanych do testow gatunkéw
patogennych. Najwiekszy potencjal przeciwdrobnoustrojowy wykazano dla biofermentu
natywnego wobec gatunkow Pseudomonas aeruginosa (25,0+3,0 mm) i Staphylococcus aureus
(23,0£3,0 mm), co przetozyto si¢ na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg formulacji typu krem
1 serum zawierajacych ten dodatek. W przypadku formulacji typu serum z biofermentem

aktywnos$¢ wobec Pseudomonas aeruginosa byta rowna 15,0+3,0 mm a wobec Staphylococcus
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aureus wynosita 16,0+3,0 mm. Niewiele nizszg aktywnos$¢ wykazano dla formulacji typu krem
z biofermentem; wobec Pseudomonas aeruginosa byta réwna 14,0£3,0 mm a wobec
Staphylococcus aureus wynosita 15,043,0 mm. Nie wykazano znaczacej aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej w przypadku formulacji kontrolnych, niezawierajacych sktadnika

funkcjonalnego w postaci biofermentu czy filtratu jak 1 w przypadku formulacji typu zel do

mycia.
Tabela 45. Aktywnos$¢ prebiotyczna formulacji kosmetycznych
Szczep wzorcowy
Lp. T
p form)l/JFI)acji ! ? ’ ‘ > ° ! °
Strefa stymulacji wzrostu drobnoustrojéw (mm)
1 Kb 4,0£1,0 | 50+1,0 | 3,0£1,0 | 4010 | 2,0£1,0 | 50£1,0 | NW | NW
2 Kf 2,0£1,0 | 2,0£1,0 | 1,0£0,0 | 2,0+0,0 | 1,0+0,0 | 2,0+1,0 | NW | NW
3 Kk NW NW NW NW NW NW NW | NWwW
4 Sh 3,0£1,0 | 3,0#1,0 | 2,0£1,0 | 2,0+1,0 | 3,0+1,0 | 50+1,0 | NW | NW
5 Sf NW NW NW NW NW NW NW | NwW
6 Sk NW NW NW NW NW NW NW | NwW
7 7b NW NW NW NW NW NW NW | NWwW
8 Zf NW NW NW NW NW NW NW | NWwW
9 Zk NW NW NW NW NW NW NW | NwW
10 Bioferment | 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
natywny
11 Filtrat 2,0£1,0 | 5,0£1,0 | 3,0£1,0 | 5,0+1,0 | 3,0+1,0 | 3,0+1,0 | NW | NW

NW —nie wykazano strefy stymulacji wzrostu drobnoustrojow

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~NO O~ WN -
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Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze bioferment natywny jak i filtrat nie charakteryzuje
aktywno$¢ stymulujaca wzrost bakterii o potencjale probiotycznym. Maksymalna strefa
zwiekszonego stgzenia biomasy wokoét studzienki byt rowna 5,0 mm wobec Lactobacillus
reuteri. Potencjat prebiotyczny sktadnikow funkcjonalnych znalazt odzwierciedlenie w
aktywnos$ci probiotycznej przygotowanych formulacji. Najwickszy w przypadku kremu do

twarzy z biofermentem.
10. Badania aparaturowe

Badanie z udziatem 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. Dobdr odpowiednich metod majacych na celu
potwierdzanie deklaracji jest obowigzkiem osoby odpowiedzialnej za produkt (producenta
kosmetyku). Dowod deklarowanego dziatania musi znajdowac si¢ w dokumentacji produktu w
postaci zalgcznika do raportu bezpieczenstwa. Waznym elementem sg informacje o sktadnikach
aktywnych kosmetyku, bo to one nadajg kierunek pdzniejszym deklaracjom marketingowym na
opakowaniu. Nalezy jednak pamigta¢, ze zgodnie z dokumentem technicznym (zalacznik
Rozporzadzenia 655/2013 dotyczacym o$wiadczen o produktach kosmetycznych) wiasciwosci
sktadnika uzytego w recepturze nie moga by¢ przektadane na wlasciwosci produktu finalnego 1
nie $wiadczg o kierunkowym dziataniu 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 bada¢ na ludziach ,,potproduktow” w postaci
mieszanin np. samych surowcow kosmetycznych. Dlatego badanie kosmetyku powinno
odbywac si¢ w oparciu o zasady etyczne, ktorych podstawe stanowi Deklaracja Helsinska i ktore
sg zgodne z zaleceniami GCP (ang. Good Clinical Practice) i obowigzujgcymi przepisami.

10.1 Ocena miejscowej tolerancji skornej produktu kosmetycznych kremu i serum do
twarzy

Pierwszym etapem badan prowadzonych z udziatem ochotnikéw byta identyfikacja lub
wykluczenie wlasnosci uczulajacych 1 draznigcych badanych produktow. Dobor probantow —
ochotnikéw, zostat przeprowadzony przez specjaliste dermatologa po badaniu przedmiotowym
1 podmiotowym zgodnie z Deklaracja Helsinska z 1964 roku (z pdzniejszymi

uzupehlieniami), przepisami polskimi i unijnymi oraz wytycznymi COLIPA, z zastosowaniem
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kryteriow wlaczenia i wylaczenia do/z badan. Wytypowano 20 ochotnikéw w wieku od 18 do
69 lat. W tym 15 oséb z wywiadem alergicznym z wykluczeniem 0s6b uczulonych na sktadniki
produktu. Poinformowano, aby w czasie badania nie przyjmowali lekow antyhistaminowych
oraz nie stosowali innych S$rodkéw farmakologicznych (zardwno ogolnoustrojowych jak 1
miejscowych) mogacych mie¢ wplyw na wynik badania, jak rowniez nie poddawali si¢
naswietlaniom skory. Skéra w miejscu naktadania produktéw byla prawidlowa, bez
zadnych zmian chorobowych. Wszystkie osoby zakwalifikowane do badania po zapoznaniu
si¢ z metodologig testu iuzyskaniu wyjasnien, wyrazili Swiadoma zgode¢ na udziat w badaniu.
Sposob prowadzenia badan dla kremu do twarzy i serum do twarzy polegat na wykonaniu testow
ptatkowych (okluzyjnych). Badanie oceniato stopien draznienia i wlasciwosci uczulajgce
produktow a jego przebieg polegal na nanoszeniu na krazki bibulowe produktu
kosmetycznego, ktére nastepnie umocowano plastrem hipoalergicznym na skorze plecow, w
okolicy migdzylopatkowej. Sposob prowadzenia badan dla zelu do mycia twarzy polegat na
przeprowadzeniu testu naskérkowego otwarty (bez okluzji). Proby odczytywano (dla zelu do
mycia twarzy) zdejmowano (dla serum do twarzy i kremu do twarzy) po 48 godzinach.
Pierwszego odczytu dokonywano zaraz po zdjgciu proby, a nastgpnie po 72 godzinach od
natozenia testu. Ocena byta dokonywana zgodnie z ogolnie przyjeta skala w skoérnych

testach ptatkowych. Skoéra badanych osob oraz odczucia subiektywne byly oceniane przed,

w trakcie i po zakonczeniu badania przez lekarza. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tab. 46.

Tabela 46. Wyniki testow platkowych (okluzyjnych) — serum do twarzy

Wywiad Wynik Wynik uczulenie

LP Inicjaly Ple¢ alergiczny podraznienie
1 ZS M A Sb (-) Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
2 E.K K Sb (-) Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
3 KM K A Sb (-) Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
4 M.M K Sb (-) Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
AK K Sb (-) Sf () Sk (-) Sb () Sf (-) Sk (-)
6 P.P M A Sb () Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
7 N.N K Sb (-) Sf () Sk (-) Sb () Sf (-) Sk (-)
8 ST K Sb () Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
9 JR K A Sb (-) Sf () Sk (-) Sb () Sf (-) Sk (-)
10 J.N K Sb (-) Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)
11 G.W K A Sb () Sf () Sk (-) Sb (-) Sf(-) Sk (-)



12
13
14
15
16
17
18
19
20

Legenda: Serum do twarzy: z natywnym biofermentem (Sb), filtratem (Sf), bez skladnika aktywnego -
probka kontrolna (Sk). Ple¢: K - kobieta, M — mezczyzna. Rodzaj skory: A - 0soby z wywiadem alergicznym
Ocena wyniku testow 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

E.L
W.P
P.R
P.1
D.M
K.L
S.W
S.N
F.K

A~ L £ XX XXX

dodatni; rumien, pecherzyki lub nadzerki.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan nie stwierdzono wlasnos$ci
uczulajacych i draznigcych badanych trzech wersji serum. Dzigki temu badaniu wszystkie
produkty w postaci serum zostaty zakwalifikowane do dalszego etapu badan na ludziach. Wynik
I opinia nie dotyczy o0sob, u ktorych wystepuje alergia na ktérykolwiek ze sktadnikow badanego
kosmetyku.

LP

10

> >» >» » » » > > >

Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) ST (-) Sk ()
Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf (-) Sk (-)

Sb (-) Sf (-) Sk (-)
Sb (-) Sf () Sk ()
Sb (-) Sf () Sk (=)
Sb () Sf () Sk (-)
Sb (-) Sf () Sk ()
Sb () Sf () Sk (-)
Sb (-) Sf () Sk (=)
Sb () Sf () Sk (-)
Sb () Sf () Sk (=)

Tabela 47. Wyniki testéw platkowych (okluzyjnych) — krem do twarzy

Inicjaty probanta

ZS
E.K

KM
M.M

AK

PP

N.N
ST

JR
J.N

Pleé

X X X2 X X X £

Wywiad
alergiczny

A

Wynik podraznienie

Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb () Kf (-) Kk ()
Kb (-) Kf (-) KK ()
Kb () Kf (-) Kk ()
Kb () KF (-) Kk ()
Kb () Kf () Kk ()
Kb (-) Kf () Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb () Kf () Kk ()
Kb (-) Kf (-) Kk (-)

Wynik uczulenie

Kb (-) Kf (-) KK (-)
Kb (-) KF () KK ()
Kb (-) KF () KK ()
Kb (-) KF () KK ()
Kb (-) KF () KK ()
Kb (-) Kf () Kk ()
Kb (-) Kf (-) KK (-)
Kb (-) Kf (-) KK (-)
Kb (-) Kf () Kk ()
Kb (-) Kf (-) KK (-)
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G.WwW
E.L
W.P
P.R
P.l
D.M
K.L
S.W
S.N
F.K

~ 2 £/ X XXX XX

> >» >»|>» >» >» >» > > >

Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)

Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)
Kb (-) Kf (-) Kk (-)

Legenda: Krem do twarzy: z natywnym biofermentem (Kb), z filtratem (Kf), bez skladnika aktywnego -

probka kontrolna (Kk). Pleé: K - kobieta, M — mezczyzna. 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 wlasnos$ci

uczulajacych 1 draznigcych badanych kreméw. Wszystkie warianty kremu spetniajg kryteria

bezpieczenstwa dermatologicznego i zostaly zakwalifikowane do dalszego etapu badan t;.

testow aplikacyjnych. Wynik 1 opinia nie dotyczy osob, u ktorych wystepuje alergia na

ktérykolwiek ze sktadnikow badanego kosmetyku.

Tabela 48. Wyniki testow naskorkowych otwartych (nieokluzyjnych) — zel do mycia twarzy

LP

Inicjaly

Z.S
E.K

KM
M.M

AK

P.P
N.N

ST

JR

Ple¢

A~ X X2 X XX XL

Wywiad
alergiczny

A

Wynik podraznienie

Zb (-) £ (-) ZK()
7Zb (-) Zf ) Zk(-)
Zb (-) £ (-) ZK()
Zb (-) £ (-) Zk()
Zb ) 7f ) Zk(-)
Zb ) 7f ) Zk(—)
Zb (-) 2 () Zk()
Zb (-) £ (-) ZK(-)

7b (-) Zf (-) Zk(-)

Wynik uczulenie

Zb () Zf (-) Zk()
7Zb ) 7f ) Zk(-)
Zb () Zf (-) Zk()
7b (-) Z£ () Zk()
7Zb ) 7f O] Zk(-)
7Zb ) 7f () Zk(-)
Zb (-) Zf (-) Zk(-)
Zb (-) Z£ (-) Zk()

7Zb (-) Zf (=) Zk(-)
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10 JN K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
11 G.W K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
12 EL K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
13 W.P K A 7b (-14) ZE () Zk(-) | Zb (=) ZF () Zk()
14 P.R K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
15 P.I K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (=) Zf (-) Zk(-)
16 D.M K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
17 K.L M A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
18 A M A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
19 SN M A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)
20 F.K K A Zb () ZE () Zk(-) | Zb (-) Zf (-) Zk(-)

Zel do mycia twarzy: z natywnym biofermentem (Zb), z filtratem (Zf), bez skladnika aktywnego - probka
kontrolna (Zk) Pleé: K - kobieta, M — mezczyzna. Rodzaj skéry: A - osoby z wywiadem alergicznym
Ocena wyniku testéw platkowych okonana 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 wynikéw przeprowadzonych badan nie stwierdzono wilasnosci uczulajacych i
draznigcych badanych Zeli do mycia twarzy. W dwoch przypadkach wynik byt watpliwy dla
wariantu zelu do mycia twarzy z biofermentem natywnym oraz filtratem. Pomimo to produkty
zostaly uznane jako te speiniajace kryteria bezpieczenstwa dermatologicznego i zostaly

zakwalifikowane do dalszego etapu badan aplikacyjnych. Wynik i1 opinia nie dotyczy osob, u

ktérych wystepuje alergia na ktérykolwiek ze sktadnikow badanego kosmetyku.
11. 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, ktora wskazuje, ze produkty posiadaja
dodatkowe wtasciwosci uzytkowe dla pielegnacji cery leczonej dermatologicznie retinoidami
t]. wspierajg tagodzenie podraznien, poprawe¢ nawilzenia, zmniejszenie uczucia §ciggania oraz
suchosci cery 1 utrzymanie dobrej kondycji naskérka podczas leczenia.

Ochotnicy wykonali testy domowe, zgodnie z metodologia przedstawiong w rozdziale

Materiaty i Metody. Uzyskane wyniki przedstawiono na Rys. 19-23.
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Rysunek 19. Ocena sensoryczno-jakosciowa kremu do twarzy

= A =B nC

25

20

15

10

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 probantow (n=20)

Dane przedstawione na Rys. 19 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¢ sktadnika aktywnego zard6wno w postaci biofermentu natywnego oraz
filtratu, korzystnie wptywa na walory sensoryczne dotyczace konsystencji podczas stosowania

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

Rysunek 20. Ocena sensoryczno-jakosciowa serum do twarzy

= A =B nC
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Legenda: Pytanie: Czy jest Pani/Pan zadowolona z konsystencji preparatu uzytego serum do twarzy?
Odpowiedzi: (A) Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu, (B) konsystencja Srednio przyjemna w
uzytkowaniu, (C) Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu. O$ Y: Liczba probantéw (n=20)
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Dane przedstawione na Rys. 20 wskazuja, ze wszyscy probanci grupy Gb i Gf (n=20) ocenili
produkt Sb oraz Sf jako ,konsystencja przyjemna w uzytkowaniu” Serum kontrolne ocenili
probanci grupy Gk (n=10) jako ,.konsystencja Srednio przyjemna w uzytkowaniu” oraz (n=10)
jako "Konsystencja nieprzyjemna w uzytkowaniu”. Wynik ten potwierdza, iz obecno$¢
sktadnika aktywnego zar6wno w postaci biofermentu natywnego oraz filtratu, korzystnie
wplywa na walory sensoryczne dotyczace konsystencji podczas stosowania serum. Uzyskane

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

Rysunek 21. Ocena sensoryczno-jakosciowa zelu do mycia twarzy

A B C
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Legenda: Pytanie: Czy jest Pani/Pan zadowolona z wla§ciwosci myjacych preparatu typu zel do mycia
twarzy? Odpowiedzi: (A) Konsystencja przyjemna w uzytkowaniu nie $cigga skéry po umyciu, (B)
konsystencja Srednio przyjemna w uzytkowaniu i wystepuje $cigganie cery po umyciu, (C) Konsystencja
nieprzyjemna w uzytkowaniu. O$ Y: Liczba probantéw (n=20)

Przedstawione na Rys. 21 dane wskazuja, ze wszyscy probanci grup Gb i Gf (n=20) ocenili
produkt Zb oraz Zf jako ,, konsystencja przyjemna w uzytkowaniu nie $ciaga skory po umyciu”.
Zel kontrolny ocenili probanci Gk (n=16) wedtug kryterium jak Zb i Zf oraz (n=4) jako
"konsystencja srednio przyjemna w uzytkowaniu 1 wystepuje scigganie cery po umyciu”. Wynik
badania wskazuje na korzystny wpltyw biofermentu natywnego oraz filtratu na walory
sensoryczne podczas uzytkowania zelu do mycia. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p

wynosi <0,05.
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Rysunek 22. Ocena sensoryczno — hedonistyczna podczas stosowania pielegnacji z wykorzystaniem
wszystkich opracowanych formulacji kosmetycznych
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Legenda: Grupa Gb (n=20) stosowali produkty Kb, Sb, Zb, Grupa Gf (n=20) stosowala produkty Kf, Sf, Zf,
Grupa Gk (n=20) stosowala produkty KKk, Sk, Zk. Pytanie: Czy uwaza Pani/Pan ze zastosowane produkty
wplynely korzystnie na poprawe kondycji skory? Odpowiedzi: (A) Korzystny wplyw, (B) Nie zauwazono
zmian, (C) Pogorszenie stanu cery.

Dane wynikowe przedstawione na Rys. 22 wskazuja, ze wszyscy probanci grupy Gb (n=20) i
znaczna wigkszos$¢ probantow grupy Gf (n=18) ocenili pielggnacj¢ jako majaca ,,Korzystny
wplyw”. W grupie Gk wszyscy probanci (n=20) jako wskazali oceng - ,,Nie zauwazono zmian”.
Wynik ten potwierdza, iz obecno$¢ skladnika aktywnego zardéwno w postaci biofermentu
natywnego oraz filtratu, korzystnie wplywa na skuteczno$¢ pielggnacji i uzasadnia uzupetienie
danych za pomoca rozszerzonych badan aparaturowych. Uzyskane wyniki s3 istotne

statystycznie i p wynosi <0,05.

Rysunek 23. Ocena sensoryczna - hedonistyczna wplywu redukcji podraznienia skéry podczas stosowania
pielegnacji z wykorzystaniem wszystkich opracowanych formulacji kosmetycznych
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Legenda: Grupa Gb (n=20) stosowali produkty Kb, Sb, Zb, Grupa Gf (n=20) stosowala produkty Kf, Sf,
71, Grupa Gk (n=20) stosowala produkty Kk, Sk, Zk. Pytanie: Czy po zakonczeniu badan z
wykorzystaniem badanych produktéw zauwazyl/a Pani/Pan zmniejszenie podraznien, uczucia suchosci
oraz poprawe nawilzenia cery? Odpowiedz: (A) Tak nastapila wyrazna poprawa, (B) Nie odczuwam
istotnej poprawy, (C) Nastapilo pogorszenie objawow.

Dane przedstawione na Rys. 23 wskazuja, ze wszyscy probanci grup Gb i Gf (n=20) ocenili
pielegnacje¢ jako ,,Tak nastgpita wyrazna poprawa”. Cata grupa Gk (n=20) ocenita formulacje
jako ,,Nie odczuwam istotnej poprawy”. Wynik ten potwierdza, iz obecno$¢ sktadnika
aktywnego zaro6wno w postaci biofermentu natywnego oraz filtratu, korzystnie wplywa na
skuteczno$¢ deklarowanego dziatania 1 wuzasadnia uzupehlienie danych za pomoca
rozszerzonych badan aparaturowych. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p wynosi

<0,05.

12. Badanie parametrow biofizycznych
e Nawilzenie skory

Pierwszym badanym parametrem byl poziom nawilzenia naskorka. Parametr ten jest
bardzo istotny z uwagi na fakt, iz stosowanie retinoidoterapii powoduje nadmierne przesuszenie
naskorka. W naturalnym procesie ztuszczania si¢ komorek naskorka kluczowa role odgrywa
proteolityczna degradacja desmosomow uwarunkowana aktywnoscig proteaz i dezaktywacija
ich inhibitorow. Proces ten jest zalezny od lipidow macierzy mi¢dzykomodrkowej. Podczas
leczenia retinoidoterapig mechanizm ten moze by¢ uposledzony ze wzgledu na przyspieszony
cykl samo zluszczenia tzw. ,,turnover time” i powodowac uposledzenie funkcji barierowej, ktora
objawia si¢ znacznym spadkiem poziomu nawilzenia,. Dlatego wymagana jest w szczegdlnos$ci

metoda pielegnacji przy uzyciu zelu opartego na fagodnym surfaktancie oraz aplikowania serum
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1 kremu zawierajacego skladnik aktywny w postaci biofermentu o wlasciwosciach

antyoksydacyjnych, przeciwzapalnych oraz odzywczych. Bardzo wazny jest tez komponent

kwasdéw organicznych obecnych w biofermencie, tj. kwas propionowy, ktéry przy udziale

humektantéw takich jak mocznik, wspiera modyfikacje keratyny do wigzania wody w naskorku

1 tym samym aktywnie wspiera odbudowe bariery hydrolipidowej w kopercie rogowej naskorka.

Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie 1 p wynosi <0,05.

Rysunek 24. Kinetyka zmian warto$ci nawilZenia skory probantéw zmierzona przed i po badaniu

m Gk
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o
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1 tydzien 2 tydzien 3 tydzien

Legenda: Gb - grupa stosujaca zestaw kosmetykéw z biofermentem natywnym
Gf - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z filtratem Gk — grupa kontrolna

(n=20) kazda, * — p<0,05.

Na podstawie uzyskanych danych, przedstawionych na Rys. 24 mozna wywnioskowaé, ze

wszystkie osoby, ktore braly udzial w badaniu wraz z uplywem czasu trwania testu wskazaty na

poprawe parametru nawilzenia naskorka. Doswiadczenia pokazaly lepsze wyniki parametru

nawilzenia. Zmiany parametru nawilzenia wahaty si¢ $rednio w zakresie od 20-85 [j.u.]. W

Tab.49 zostata przedstawiona interpretacja wynikow. Im dtuzszy czas stosowania kosmetyku

tym parametr ulegat wigkszej poprawie. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p wynosi

<0,05.

Tabela 49. Interpretacja wynikow pomiaru nawilZenia naskérka

Stopien nawilzenia naskorka

Wynik pomiaru [j.u.]

Skora bardzo sucha

<30

Skoéra sucha

30-45
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Skora dostatecznie nawilzona >45

Warstwa rogowa spetlnia wazng funkcje nawadniajaca, co warunkuje utrzymanie miekkosci
skory i elastycznosé. Utrata tej funkcji moze skutkowac suchoscia, pojawieniem si¢ tusek i
peknigé, ktore czesto towarzysza chorobom skory lub dysfunkcjg bariery hydrolipidowe;.
Dzi¢ki pomiarowi nawilzenia, ktéry jest zaleznos$cig miedzy pojemnoscig elektryczng a
zawartosciag 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 pozwalajagcym na ocen¢ stanu skory 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 informacj¢ o dyfuzji wody niezwigzanej
przez proteoglikany w kierunku warstwy rogowej naskorka. Tewametr jest sondg pozwalajaca
na posrednig ocen¢ stanu bariery naskorkowej na podstawie oceny gradientu preznosci pary
wodnej nad powierzchnig naskorka. Gesto$§¢ parowania mierzona jest przez dwie pary
czujnikdw (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 Rys. 25 a ich interpretacje w Tab. 50. Uzyskane wyniki sg
istotne statystycznie i p wynosi <0,05.

Rysunek 25. Kinetyka zmian warto$ci TEWL probantéw zmierzona przed i po przeprowadzonym badaniu
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Legenda: Gb - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z biofermentem natywnym
Gf - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z filtratem Gk — grupa kontrolna
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(n=20) kazda, * — p<0,05.

Na podstawie wynikow przedstawionych na Rys. 25 mozna zaobserwowaé, ze u wszystkich
probantow nastapila poprawa parametru TEWL. Zmiany parametru transepidermalnej utraty
wody wahaty sie $rednio w zakresie 12-5 [g/hm?]. Ponadto zaobserwowano, ze im dtuzszy czas
stosowania produktu tym parametr ulegal poprawie. Parametr TEWL jest wyznacznikiem
statusu i integralnosci bariery skornej. Odpowiednie nawodnienie skory ma kluczowe znaczenie
dla funkcji ochronnej skory. Zdolnos¢ skory do utrzymywania wody jest przede wszystkim
zwigzana z warstwg rogowa naskorka, ktora stanowi o barierowos$ci skory. Zgodnie z praktyka
kosmetologiczng, zawarto$¢ wody w naskorku > 10% zapewnia prawidlowy i zdrowy wyglad

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

Tabela 50. Interpretacja wynikow 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
Skora w stanie krytycznym > 30

Naturalna bariera lipidowa skoéry pelni funkcje zabezpieczajaca nie tylko przed nadmierng
przeznaskérkowa utrata wody, ale roéwniez przed nadmiernym wnikaniem substancji
niepozadanych, w tym toksycznych. Efektywno$¢ bariery naskorkowej okreslana jest wartoscia
wskaznika przeznaskorkowej utraty wody. Na podstawie wynikéw zaprezentowanych na Rys.
26 mozna stwierdzi¢, ze sktadniki formuty produktow przyczynilty si¢ do poprawy wydolnosci
bariery naskérkowej probantow podczas leczenia retinoidami. Skéra nawilzona prawidlowo
wiaze okolo 20% wody zawartej] w organizmie, przy czym wigkszos¢ wody znajduje si¢ w
skorze wilasciwej. To warunkuje jej prawidlowe napiecie oraz rownowage w zakresie
utrzymania funkcji proceséw metabolicznych. Woda w skorze migruje zawsze z jej wnetrza w
kierunku powierzchni i odparowuje. Wysuszanie skory jest wiec zjawiskiem naturalnym.
Ponadto woda wprowadzona do skory z zewnatrz nie jest w niej zatrzymywana i szybko

odparowuje. Stan nawilzenia skory nie zalezy jedynie od ilosci wody dostarczonej z zewnatrz
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do organizmu, ale przede wszystkim od zdolno$ci skory do jej zatrzymania. Pomigdzy
szybko$cig migracji wody na zewnatrz i jej odparowywaniem, a szybkoscia jej przenikania
powinna by¢ rownowaga. Zahamowanie naturalnej utraty wody ze skory mozna uzyska¢ dzieki
ograniczeniu jej parowania m.in. przez zmniejszenie gradientu stezen, przez zwigkszenie
zdolnosci skory do wigzania wody (obecno$¢ substancji higroskopijnych) oraz przez tworzenie
uktadow barierowych np. bariery lipidowej. Niewtasciwe nawilzenie skory, jej sucho$¢ 1 utrata
elastycznosci zaburzajg procesy integracyjne tego narzadu w zakresie funkcji ochronno-
obronnych, co manifestuje si¢ jej nadwrazliwos$cig (tj. brakiem tolerancji na powszechnie
wystepujace czynniki srodowiskowe). Skora odwodniona staje si¢ bardziej podatna na
niekorzystne dziatanie czynnikow fizykochemicznych (temperatura, wiatr, promieniowanie
UV, mikrourazy, woda, detergenty). Niedostatecznie nawilzona skora jest skutkiem
podwyzszenia wartosci pH naskorka w kierunku zasadowego i wskaznika TEWL. Akwaporyny
- bialka blonowe stanowig podstawe mechanizmu regulujacego wigzanie wody w naskérku.
Wyrézniamy dwie grupy akwaporyn. Pierwsza grupe stanowig akwaporyny biorgce udziat w
transporcie wytacznie czasteczek wody oraz drugg tzw. ,,akwagliceroporyny” (wsrdd ktorych
wyrézniamy  akwaporyne-3) majace  zdolno$¢  transportowania  oprocz  wody
niskoczasteczkowych substancji, takich jak glicerol, mocznik czy amoniak. Wykazano zwigzek
pomigdzy aktywno$cig transportowa akwaporyny-3 glicerolu a metabolizmem lipidow
skornych oraz regulacjg procesu dojrzewania keratynocytéw, a tym samym formowania bariery
naskorkowej. Podczas leczenia retinoidami kluczowa role odgrywa aktywnos$¢ akwaporyny 3,
ktora reguluje transport wody oraz glicerolu pomi¢dzy komorkami skory (Song i in., 2008).
Dotychczasowe badania wykazaly niekorzystny wplyw zaré6wno zbyt niskiego, jak i zbyt
wysokiego stezenia akwaporyny-3 w skorze cztowieka. Niskie stgzenie akwaporyny-3 w skorze
przyczynia si¢ do redukcji nawilzenia warstwy rogowej naskorka. Z kolei zbyt wysokie stezenie
moze by¢ przyczyng pojawienia si¢ wyprysku oraz prowadzi¢ do nadmiernej proliferacji
keratynocytow, ktorej rezultatem moga by¢ zaburzenia funkcji barierowych naskorka (Kang 1
in., 2006).
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$¢ pH jest zblizona do neutralnego okoto pH = 6,5. Zmienia si¢ ono po kilku tygodniach
1 tak jak u dorostych osigga pH 4,5 - 5,5 (Rahma 1 in., 2022). Na warto$¢ pH naskérka maja
wplyw czynniki endo- i egzogenne, takie jak np.: fosfolipaza A2, sktadniki NMF, sktadniki

potu, loju, metabolity bakterii, chemiczne zwigzki organiczne i nieorganiczne aplikowane na
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skore. Objawy wystepujace podczas uzytkowania formulacji kosmetycznej ocenianie jako
,uczulenie na kosmetyki”, moga by¢ réwniez spowodowane zwigkszong wrazliwos$cig
receptora TRPV1 (ang. Transient Receptor Potential Vanilloid Subtype) (Xiao i in., 2023).
Receptor ten jest wrazliwy na wiele bodzcow chemicznych, w tym na dziatanie temperatury
wyzszej niz 42°C oraz na zmiany wartosci pH. Skora bezposrednio po umyciu charakteryzuje
si¢ podwyzszonym pH (7.0 lub bardziej zasadowe). Podczas stosowania zasadowych mydet
potasowych moze wystagpi¢ znaczna roznica 1 zmiana odczynu mi¢dzy myciem a momentem
zastosowania kremu czy serum, ktore majg odczyn kwasny. Zmiana wartosci pH, w tak krétkim
czasie moze aktywowac receptory TRPV1 (odbierane przez receptor i aktywowane w ten sam
sposob jak w przypadku wystgpienia oparzenia chemicznego), co w konsekwencji moze
spowodowac efekt nietolerancji. Taki efekt moze rowniez wystapi¢ podczas retinoidoterapii.
Dlatego w badanych produktach wykorzystano podczas testow trzy formuly: zel do mycia
twarzy, serum do twarzy i krem do twarzy, aby unikna¢ wptywu innych kosmetykéw myjacych,
poza kontrolg badacza. Stosowanie tzw. ,kwasnej” pielegnacji opartej na skladnikach
biofunkcjonalnych (kwas alfa-ketoglutarowy, kwas propionowy, kwas cytrynowy) w postaci
natywnego biofermentu lub filtratu, jak réwniez w probie kontrolnej zawierajacej kwas
cytrynowy, wplyneto korzystnie na utrzymanie kwasnego odczynu plaszcza lipidowego, ale
réwniez przyczynilo si¢ do podniesienia progu tolerancji chemicznej naskorka po myciu skory.
Dzigki zastosowaniu, kolejno zelu do mycia twarzy o wartosci pH rownej 4,5 (w kontakcie z
woda pH wzrasta), serum do twarzy (Sb 1 Sf), ktorych warto§¢ pH wynosita srednio 4,1 oraz
kremu do twarzy (Kb i Kf) o wartosci pH 5,2 (Rys. 26) prwdopodobnie spowodowano
stopniowe bodzcowanie naskorka, generujac jednoczes$nie efekt odpornosci i zmniejszajac
reaktywno$¢ receptorow TRPV 1. Stosowanie ,.kwasnej” pielegnacji wydaje si¢ szczegdlnie
istotne podczas leczenia retinoidami, podczas ktorej zachodzi konieczno$¢ fotoprotekcji
kremami SPF o wysokim wspdfczynniku (min. 50 SPF), ktoérych to specyfikacja
fizykochemiczna formuly wymaga zazwyczaj odczynu pH 6.5-8.0 by zachowaé stabilnos¢
fizykochemiczng (Smaoui i in., 2017). Poprawa parametru TEWL moze by¢ skutkiem wplywu
sktadnika aktywnego biofermentu natywnego na ekspresj¢ genéw zwigzanych z biosynteza

akwaporyn.
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Rysunku 26. Kinetyka zmian warto$ci odczynu pH naskorka u probantow
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Legenda: Gb - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z biofermentem natywnym
Gf - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z filtratem Gk — grupa kontrolna

(n=20) kazda, * — p<0,05.

e Elastycznos¢ skory

Elastycznoéé skory jest to biomechaniczna cecha skory whasciwej oraz naskorka. Skéra
wlasciwa zawiera widkna kolagenowe i elastynowe oraz wode, co decyduje o jej elastycznos$ci
i plastycznos$ci. Jednak to biologia keratynocytow i korneocytéw ma kluczowe znaczenie dla
elastycznosci 1 barierowej funkcji naskorka. Biatka takie jak filagryna, charakteryzuja sie
wysokim stopniem nieuporzagdkowania konformacyjnego (ang. intrinsic disorder), ktore
umozliwia biatkom reorganizacj¢ i udziat w tworzeniu okreslonych struktur komérkowych.
Mechanizm ten ulatwia np. proteolityczne uwalnianie aktywnych form filagryny lub tworzenie
granul keratohydraliny. Niektore biatka keratynocytow, jak profilagryna ulegaja procesowi
rozdzialu faz ciecz-ciecz (ang. Liquid-liquid phase separation - LLPS), w ktorym to
wymienione biatka ulegaja spontanicznej separacji fazowej w $rodowisku wodnym, co
prowadzi do formowania si¢ struktur wewnatrzkomérkowych pozbawionych organelli. Proces
LLPS wplywa na organizacj¢ 1 dynamike tych struktur, co jest kluczowe dla réznicowania si¢
keratynocytoéw 1 utrzymania ich elastyczno$ci. Bialka macierzy komorkowej jak lorecyryna sa
intensywnie usieciowane poprzecznymi wigzaniami, tworzac elastyczng, ale odporng na
rozerwanie warstwe korneocytow. Elastyczno$¢ to przede wszystkim progresywne
réznicowanie si¢ keratynocytow, od warstwy podstawnej do warstwy rogowej, zapewnia
stopniowe ksztattowanie si¢ elastycznej, ale odpornej na uszkodzenia warstwy korneocytow.
Charakterystyczne cechy bialek keratynocytow, takie jak intrinsic disorder i LLPS, wspoélnie z

organizacja 1 usieciowaniem bialek macierzy komoérkowej, umozliwiaja tworzenie elastycznej,
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ale mocnej bariery naskorkowej, co jest kluczowe dla funkcji tej tkanki (Shamilov i in., 2021).
Réwniez odpowiednie pH aktywuje enzymy proteolityczne, takie jak kaspazy 1 kalpainy,
odpowiedzialne za dojrzewanie keratynocytow. Niskie pH wptywa na konformacje i aktywnos¢
biatek keratynocytow, takich jak filagryna czy lorecyryna, co wptywa na wlasciwosci fizyczne
tych biatek, w tym na ich zdolno$¢ do tworzenia usieciowanej macierzy korneocytow. Kwasy
organiczne jak mlekowy i piroglutaminowy utrzymujg niskie pH warstwy rogowej naskorka.
Ponadto te same kwasy odgrywaja kluczowg role w aktywacji enzymdéw proteolitycznych 1
dojrzewaniu korneocytéw. Ponadto niektore kwasy (np. mlekowy) moga bezposrednio
wplywaé na strukturg i elastycznos$¢ bialek macierzy komorkowej (Shamilov i in., 2021).
Kwasny odczyn pH stymuluje synteze i organizacj¢ lipidow miedzykomorkowych, takich jak
ceramidy, cholesterol i wolne kwasy tluszczowe. Prawidlowa bariera lipidowa nadaje
elastycznos$¢ i szczelno$¢ warstwie rogowej. Podsumowujac, odpowiedni odczyn pH oraz
obecno$¢ kwasow organicznych w naskorku sg niezbedne dla prawidtowego réznicowania
keratynocytow, dojrzewania korneocytéw oraz formowania elastycznej, ale odpornej bariery
naskorkowej. Zaburzenia tych parametrow moga prowadzi¢ do utraty elastyczno$ci 1
integralnosci naskorka. Terapia retinoidami, w tym izotretynoing moze niekorzystnie wptywac
na fizjologi¢ keratynocytow i korneocytow, przyczyniajac si¢ do oslabienia elastyczno$ci
naskorka. Izotretynoina zaburza prawidlowe réznicowanie keratynocytow, hamujac ich
przejscie do warstwy ziarnistej i rogowej. Prowadzi to do nieprawidtowej formacji
korneocytow. Izotretynoina obniza ekspresj¢ genéw 1 zmienia konformacje kluczowych biatek
strukturalnych, takich jak filagryna, lorecyryna i inwolukryna. Zaburzenia te ostabiajg
prawidlowe usieciowanie i elastyczno$¢ korneocytéw, co wplywa na barier¢ lipidowa,
zaklocajac syntezg i organizacje lipidow miedzykomorkowych, takich jak ceramidy i wolne
kwasy tluszczowe. Prowadzi to do ostabienia bariery lipidowej, co w konsekwencji zmniejsza
elastycznos$¢ 1 szczelno$¢ warstwy rogowej. Utrata wilgotno$ci naskorka prowadzi do jego
wigksze] sztywno$ci 1 utraty elastycznosci. Retionoidoterapia wplywa na rdznicowanie
keratynocytow, ma wplyw na biatka strukturalne oraz barier¢ lipidowa i nawilzenie skory, co
moze istotnie ostabia¢ elastyczno$¢ i integralno$¢ warstwy rogowej naskorka. Zwigksza to
ryzyko suchosci, tuszczenia 1 pekania skory w trakcie leczenia retinoidami (Leyden 1 in., 2021).
Na podstawie wynikéw przedstawionych na Rys. 27 mozna stwierdzi¢, ze parametr
elastycznosci skory u badanych probantéw oscylowat srednio w zakresie wartosci 60 — 90 [%].
Zasada w interpretacji wynikow polega na zaleznosci — im wyzsza wartos¢ wspotczynnika

elastycznosci skory, tym skora jest bardziej elastyczna Warto$¢ parametru na poziomie 100 %
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odpowiada elastycznosci skory noworodka. Uzyskane wyniki sg istotne statystycznie i p wynosi
<0,05.

Rysunek 27. Kinetyka zmian wspolczynnika elastycznos$ci skory

= Gk m Gf u Gb
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Legenda: Gb - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z biofermentem natywnym

Gf - grupa stosujaca zestaw kosmetykow z filtratem Gk — grupa kontrolna
(n=20) kazda, * — p<0,05.

Ponizej przedstawiono dokumentacje fotograficzng prezentujaca stan skory probantéw przed
zastosowaniem pielegnacji serig produktéw Yarrowia Lipolytica Ferment Lysate/Flitrate w

czasie terapii jak i stosowania pielggnacji (Rys. 28-30).

Rysunek 28. Stan cery w trakcie leczenia tradziku izotretynoing. Zdjecie po lewej - przed wdrozeniem
pielegnacji; zdjecie po prawej - w trakcie leczenia i po 1 tygodniu od wdrozenia pielegnacji.
Fot. Centrum dermatologii Symbiosis Ewa Kilian-Pi¢ta
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Na zdjeciach powyzej (Rys. 28) przed zastosowaniem pielegnacji widoczne sg liczne grudki i
krosty zapalne oraz niewielkie nasilenie rumienia i przetluszczenie cery. Po tygodniu
stosowania pielggnacji widoczna jest znaczna poprawa stanu cery, ustgpienie zmian grudkowo-
krostkowych, zmniejszenie natluszczenia i ustgpienie rumienia. Efekt redukcji rumienia
prawdopodobnie jest zwigzany z poprawa parametrow biofizycznych bariery lipidowej skory i
poprawy jej nawilzenia. Natomiast redukcja zmian zapalnych i zmniejszenie przethuszczanie to
efekt leczenia retinoidami.
Rysunek 29. Stan cery w trakcie leczenia tradziku izotretynoina. Zdjecie po lewej — stan skory przed

zastosowaniem pielegnacji; zdjecie po prawej - po 4 tygodniu stosowania pielegnacji i terapii.
Fot. Centrum dermatologii Symbiosis Ewa Kilian-Pieta

2. Po 4 tygdoniach
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Stan cery (Rys. 29) przed rozpoczeciem leczenia i pielggnacji nowoopracowang linig produktow
kosmetycznych, wskazuje na liczne grudki oraz niewielkie zmarszczki mimiczne poprzeczne
czola, ktore prawdopodobnie sg wynikiem dysfunkcji bariery lipidowej w kopercie rogowe;j i
zaburzonym skladzie sebum, ktory prowadzi do nasilenia zmian grudkowych oraz utraty
elastycznosci w obrebie warstwy rogowej naskorka tworzac ,,zagniecenia”/ bruzdy w miejsca
marszczenia si¢ skory podczas ekspresji mimicznej. Stan cery na zdjeciu wykonanym w trakcie
leczenia i po 4 tygodniach stosowania pielggnacji nowoopracowang linig produktow
kosmetycznych wskazuje na znaczng poprawe w postaci ustgpienia grudek oraz zmniejszenia

si¢ zmarszczek mimicznych bez efektu rumienia, tuszczenia czy podraznienia.

Rysunek 30. Stan cery w trakcie leczenia tradziku izotretynoina. Zdjecie po lewej — stan skory przed
zastosowaniem pielegnacji; zdjecie po prawej - po 8 tygodniach stosowania pielegnacji i terapii.
Fot. Centrum dermatologii Symbiosis Ewa Kilian-Pi¢ta

Stan cery (Rys. 30) przed wdrozeniem pielggnacji w trakcie leczenia tradziku
bliznowaciejacego izotretynoing. Na zdjeciu widoczny jest efekt leczenia w postaci ustapienia
krost i torbieli zapalnych, natomiast zauwazalne jest zaburzenie pigmentacji w postaci obszarow
hipopigmentacji, hiperpigmentacji oraz zmian pozapalnych. Stan cery po 8 tygodniach od
wdrozenia pielegnacji 1 kontynuacji leczenia wskazuje na znaczng poprawe¢ stanu skory
przejawiajaca si¢ wygladzeniem cery, zmniejszeniem zmian przerostowych naskorka oraz
blizn, co jest efektem leczenia. Ponadto zaobserwowano rowniez znaczne wyréwnanie kolorytu
skory, ktére prawdopodobnie jest efektem pielegnacji i utrzymania kluczowych fizjologicznych

parametrow biofizycznych naskorka, jak odpowiednia wydolnos$¢ bariery lipidowej, nawilZenie,
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odczyn pH 1 odpowiedni TEWL, co warunkuje prawidlowa melanogeneze 1 prawidlowe

rozmieszczenie melaniny (Ischia i in., 2016).

Reasumujac, przeprowadzone testy in vitro i in vivo wskazuja na wysoki potencjal
biofunkcjonalny opracowanych formulacji, zarowno tych zawierajacych bioferment
natywny jak i tych zawierajacych filtrat. Niektore testy wykazaly lepsze wlasciwosci
formulacji zawierajacych bioferment natywny (potencjal antyoksydacyjny, wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe). Jednak z uwagi na cechy organoleptyczne i technologiczne
biofermentu natywnego (zapach bardziej intensywny, metny plyn, zmienno$¢ w czasie
przechowywania) i filtratu (mniej intensywny zapach drozdzowy, klarowny plyn, stabilny
podczas przechowywania) do wdrozenia wytypowano formulacje kosmetyczne
zawierajace filtrat uzyskany z natywnego biofermentu metodg filtracji.

Dla formulacji: krem do twarzy z filtratem, serum do twarzy z filtratem i zel do mycia

twarzy z filtratem przygotowano tresci etykiet i raporty bezpieczenstwa.

13. Opracowanie tresci etykiet
Rozporzadzenie 1223/2009 dotyczace kosmetykdéw zawiera wytyczne dotyczace

informacji, ktére musza zosta¢ umieszczone na opakowaniach. Wyr6ézniamy dwie kategorie

tych informacji; pierwsza stanowi tresci i oznakowania oraz druga, zawierajaca o§wiadczenia o

produkcie. Szczegotowe wytyczne rozporzadzenia mozna znalez¢ w rozdziale VI informacje

dla konsumentdw, artykut 19, oznakowanie, ww. rozporzadzenia. Ponizej wskazano kluczowe

elementy, ktore powinny znajdowac si¢ na etykiecie kosmetyku i1 stanowi¢ nieusuwalne, tatwe

do odczytania i widoczne informacie.

Oznakowanie:

1.Firma lub Imi¢ i nazwisko oraz adres osoby odpowiedzialnej za produkt. Osoba
odpowiedzialna to podmiot, ktory wprowadza kosmetyk na rynek i dysponuje dokumentacja
kosmetyku. Wytyczne i definicj¢ dotyczace ,,0soby odpowiedzialnej” zawiera Ustawa o
kosmetykach z 4 pazdziernika 2018 r., ktora precyzuje jaki podmiot powinien by¢
umieszczony na opakowaniu kosmetyku. Osobg odpowiedzialng moze by¢ tzw. ,,producent”
nie posiadajacy zaktadu wytworczego kosmetykéw, ktory realizuje produkcje kontraktowa
kosmetykow u zarejestrowanego wytworcy w Panstwowej Powiatowej Stacji Sanitarno -
Epidemiologicznej. Analogicznie osoba ,,0sobg odpowiedzialng” moze by¢ producent,
bedacy jednoczesnie zarejestrowanym wytworca. W przypadku kosmetykow importowanych
spoza rynku europejskiego jest nim dystrybutor. Przyktad oznaczenia osoby odpowiedzialnej

na etykiecie: Symbiosis Sp. z 0.0. ul. Rubiez 46 H, 61-612 Poznan
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2.Masa lub objeto$¢, wyrazona nominalnie w gramach lub miligramach, w przypadku
opakowania wigkszych niz 5 gram lub mililitrow. Podczas projektowania etykiety czy
kartonika kosmetyku, nalezy uwzgledni¢ obowigzkowo wytyczne Rozporzadzenia Rady
Ministréw z dnia 11 pazdziernika 2005 r. w sprawie szczegotowych wymagan dotyczacych
oznakowan towarow paczkowanych. Precyzuje ono wielko$¢ czcionki, ktdéra wynosi
minimum: 2 mm - dla produktu o masie do 50 g; 3 mm - dla produktu o masie powyzej 50 g
do 200 g; 4 mm - dla produktu o masie powyzej 200 g do 1000 g; 6 mm - dla produktu o
masie powyzej 1 kg. Poprawno$¢ tych oznaczen i zgodnosci z deklarowana masg czy

objetoscig kontroluje Gtowny Urzad Miar.

3. Data, do ktorej dany produkt kosmetyczny, przechowywany w odpowiednich warunkach,
zachowuje swoje pierwotne wlasciwosci, ktdry poprzedza symbol okre§lony w zalaczniku
VII Rozporzadzenia 1223/2009 pkt 3 lub zwrot: "najlepiej zuzy¢ przed koncem”. Data jest
wskazana w sposob jednoznaczny - zawiera miesigc 1 rok albo dzief, miesigc i rok. Na
opakowaniu mozna zamie$ci¢ informacje uzupeilniajagca na temat wskazania warunkow

przechowywania, ktére musza by¢ spelnione w celu zagwarantowania okreslonej trwatosci.

4. Numer partii produktu Iub oznaczenia pozwalajace na identyfikacj¢ produktu
kosmetycznego, ktéry umozliwia §ledzenie produkcji i1 identyfikacje serii, w przypadku

koniecznos$ci wycofania produktu.

5. Funkcja produktu kosmetycznego. Kosmetyk powinien by¢ oznaczony nazwa, ktora
jednoznacznie identyfikuje produkt np. Zel do mycia twarzy, serum do twarzy, krem do
twarzy. Gdy zostanie zamieszczona tylko deklaracja ,,zel” istnieje ryzyko, ze konsument
pomyli produkt sptukiwany myjacy, z zelem do pielegnacji 1 pozostawi go na skorze

stwarzajac ryzyko podraznienia czy alergii.

6. Wykaz sktadnikow poprzedzony jest okresleniem ,,ingredients". Skladnik oznacza kazda
substancj¢ lub mieszaning celowo zastosowang w formule bez uwzglednienia zanieczyszczen
surowcow, ktore nalezy wykazac¢ w raporcie bezpieczenstwa. Sktadniki w wykazie wymienia
si¢ w porzadku malejacym, wedlug masy w momencie ich dodawania do produktu
kosmetycznego. Sktadniki o stezeniu mniejszym niz 1 % moga by¢ wymienione w dowolne;j
kolejnosci po skladnikach, ktérych stgzenie jest wyzsze niz 1 %. Sktadniki powinny by¢
nazwane zgodnie z Miedzynarodowym Nomenklaturg Kosmetyczng (INCI). Nazwy INCI to
nazwy systematyczne opracowane przez Mie¢dzynarodowy Komitet ds. Nazewnictwa

Sktadnikow Kosmetycznych w celu identyfikacji sktadnikow kosmetykow. Nazwy INCI
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r6znig si¢ od nazw chemicznych i nazw handlowych i zostaly utworzone w celu zapewnienia
standardowego terminu do deklaracji sktadnika na etykiecie produktu kosmetycznego.
INCI ® jest zastrzezonym znakiem towarowym organizacji Personal Care Products Council
(ang. PCPC). PCPC jest wlascicielem i zastrzega sobie wszelkie prawa w odniesieniu do
znaku towarowego ,INCI”. Ujednolicone nazwy skfadnikow kosmetykow do celéow
etykietowania zostaly zebrane i zaktualizowane przez Komisj¢ Europejskg w bazie dany
,Cosing”. Jest to baza danych Komisji Europejskiej zawierajaca informacje o substancjach 1
sktadnikach kosmetycznych zawartych w kosmetykach, ktoéra znajduje si¢ pod linkiem

https://ec.europa.eu/growth/tools-databases/cosing/

7. Informacje podaje si¢ w jezyku okre§lonym przepisami panstwa cztonkowskiego, w ktorym
dany produkt jest udostepniany uzytkownikowi koncowemu, tj. w Polsce obowigzuje tres¢ w

J. polskim.

Oswiadczenia o produkcie

1. Na etykiecie kosmetyku oraz podczas udostepniania na rynku i reklamowania w réznych
kanatach komunikacji, tekst, nazwy, znaki towarowe, obrazy lub inne znaki nie mogg by¢
uzywane tak, aby przypisywa¢ produktowi kosmetycznemu cechy Ilub funkcje, ktérych nie
posiadaja. Zatem kazdy przekaz marketingowy, mogacy wptynac na decyzj¢ o zakupie musi
spetnia¢ wymogi podstawowych kryteriow Rozporzadzenia Komisji (UE) nr 655/2013 z dnia
10 lipca 2013 r. okreslajace wspolne kryteria dotyczace uzasadniania oswiadczen
stosowanych w zwiazku z produktami kosmetycznymi. Przykladem naruszajacym t¢ zasade
moze by¢ informowanie, ze kosmetyk posiada zezwolenie lub zostal zatwierdzony przez
organ UE, jako zalete eksponujac cechg, ktéra jest powszechna u wszystkich innych

kosmetykow, ktore objete sa wymogiem notyfikacji przed wprowadzeniem na rynek.
2. Deklaracje marketingowe mozna podzieli¢ na kilka kategorii:

- Oswiadczenia o dziataniu - nawilzanie, redukcja zmarszczek, ochrona przeciwstoneczna.
Naruszeniem wytycznych jest deklarowanie dziatania leczniczego: Leczenie tradziku,
leczenie foto starzenia, dziatanie przeciwnowotworowe. Tego rodzaju deklaracje wymagaja
potwierdzenia w badaniach aplikacyjno-uzytkowych lub aparaturowych na probantach.

- O$wiadczenia o wrazeniach sensorycznych — tatwos¢ wchianiania produktu, konsystencja
thusta, ciezka, lekka, pozostawiajacag lub nie pozostawiajaca film na skorze czy wiosach. Tego

rodzaju deklaracje ocenia badajacy ekspert.
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- Os$wiadczenia o odczuciach konsumentow — stanowiag osobiste wrazenia odno$nie cech

sensorycznych lub dziatania kosmetyku, i moga obejmowac ocenge jego atrakcyjnosci. Tego

rodzaje o§wiadczenia potwierdzajg badania ankietowe.

- Oswiadczenia poréwnawcze - stosowane sg gdy producent chce zaprezentowaé swoj

produkt w zestawieniu z innym, konkurencyjnym lub z wiasnej oferty. W tym przypadku

kluczowa jest zasada ochrony interesow konkurentéw i uczciwego handlu, dlatego te

deklaracje podlegajg dyrektywie dotyczacej reklamy wprowadzajgcej w blad ireklamy

poréwnawczej.

Ponizej przedstawiono tresci etykiet dla nowoopracowanych produktow.

e Krem do twarzy ze sktadaniem biofunkcjoanalnym w postaci filtratu biofermentu

Yarrowia lipolytica

e Oznakowanie:

Nazwa serii:

Yarrowia AKG

Nazwa produktu:

Nawilzajaco - tagodzacy krem do twarzy

Nazwa produktu ANG:

Moisturizing and calming face cream

Dodatkowe oznaczenia pod nazwa: sktadniki

Yarrowia lipolytica Ferment Alpha-Ketoglutaric Acid

Rodzaj opakowania:

Butelka PET z pompka dozujaca

Rodzaj etykieta // karton

Tylko etykieta // bez kartonu

Pojemnos¢ opakowania:

50 ml

PAO

bez PAO //

Kod kreskowy

Wstawi¢ kod kreskowy na etykiecie

Data i seria

Tres¢: Najlepiej zuzy¢ przed koncem + miejsce do
umieszczenia miesigc i rok + nr serii 4 cyfry

Uszlechetnienia etykiety

Etykieta ttoczna

logo

Logo producenta // marki

Znak // ikona

Ikona: przeznaczony dla skory wrazliwej

Ikona: testowany na grupie probantow podczas leczenia
dermatologicznego izotretynoing

Ikona: do twarzy leczonej dermatologicznie

Ikona: drozdze Yarrowia AKG wlasna technologia
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Ingredients Agua, Yarrowia lipolytica Ferment Filtrate, Polyglyceryl-
4 Pelargonate, Panthenol Alpha-Ketaglutaric Acid,
Pyruvic Acid, Citric Acid, Xanthan Gum, Sodium
Levulinate, Potassium Sorbate, Trisodium
Ethylenediamine Disuccinate

Oswiadczenia:

Sposob uzycia:

Po doktadnym umyciu i osuszeniu twarzy nanie$ niewielkg ilos¢ produktu na dtonie i wmasuj w skore twarzy do
calkowitego wchioniecia. Opcjonalnie przed wmasowaniem kremu zastosuj niewielka ilo$¢ serum Yarrowia
AKG wmasowujac kolejno serum i nastepnie krem.

Opis produktu:

Yarrowia AKG krem do twarzy nawilzajaco-tagodzacy stworzony specjalnie do pielggnacji skory twarzy
podczas leczenia dermatologicznego izotretynoing. Formuta zostala stworzona specjalnie do regeneracji bariery
hydrolipidowej oraz tagodzenia suchego i podraznionego naskoérka. Formuta produktu oparta na unikatowym
biofermencie pozyskanym na drodze fermentacji drozdzy Yarrowia lipolytica i kwasie alfa-ketoglutarowym, o
dziataniu antyoksydacyjnym i tagodzacym.

Regeneruje barier¢ hydrolipidowa skory. Badania potwierdzone w badaniach aparaturowych u 20 probantéw
leczonych izotretynoina.

Potwierdzone dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne w badaniach in vitro.

Koi suchg skore z podraznieniami

e Serum do twarzy ze skladaniem biofunkcjoanalnym w postaci filtratu biofermentu

Yarrowia lipolytica

Oznakowanie:

Nazwa serii: Yarrowia AKG

Nazwa produktu: Serum nawilzajace do twarzy

Nazwa produktu ANG: Serum moisturizing for face

Dodatkowe oznaczenia pod nazwg: sktadniki Yarrowia lipolytica Ferment Alpha-Ketoglutaric Acid

Rodzaj opakowania: Butelka Airless 30 ml biata

Rodzaj etykieta // karton Tylko etykieta // bez kartonu // zabezpieczenie
otwarcia // naklejka dodatkowa

Pojemnos¢ opakowania: 30 ml

PAO bez PAO //

Kod kreskowy Wstawi¢ kod kreskowy na etykiecie

Data i seria Tre$¢: Najlepiej zuzy¢ przed koncem + miejsce do

umieszczenia miesigc i rok + nr serii 4 cyfry
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Uszlechetnienia etykiety Etykieta ttoczna

Logo Logo producenta // marki

Znak // ikona Ikona: przeznaczony dla skory wrazliwej

Ikona: testowany na grupie probantéw podczas
leczenia dermatologicznego izotretynoina

Ikona: do uzycia na twarzy przed kremem

Ikona: drozdze Yarrowia AKG wtasna technologia

Ingredients Yarrowia Lipolytica Ferment Filtrate, Aqua,
Panthenol, Glycerin, Alpha-Ketaglutaric Acid,
Pyruvic Acid, Citric Acid, Xanthan Gum, Sodium
Levulinate, Potassium Sorbate, Trisodium
Ethylenediamine Disuccinate

Os$wiadczenia:

Sposdb uzycia:
Po doktadnym umyciu i osuszeniu twarzy nanie$ niewielka ilo$¢ produktu na dlonie i wmasuj w skore twarzy
oraz do catkowitego wchlonigcia. Nastgpnie odpowiednig ilos¢ kremu Yarrowia AKG wmasuj od razu po serum.

Opis produktu:

Yarrowia AKG serum do twarzy nawilzajaco-tagodzaca delikatna formuta, stworzona specjalnie dla regeneracji
bariery hydrolipidowej suchej i podraznionej skdry podczas leczenia dermatologicznego izotretynoing. Formuta
produktu oparta na unikatowym biofermencie pozyskanym na drodze fermentacji drozdzy Yarrowia lipolytica i
kwasie alfa-ketoglutarowym, o dziataniu antyoksydacyjnym i tagodzacym.

Regeneruje bariere hydrolipidowa skory. Badania potwierdzone w badaniach aparaturowych u 20 probantéw
leczonych izotretynoing.

Potwierdzone dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne w testach in vitro.

Koi sucha skor¢ z podraznieniami.

e Zel do mycia twarzy ze sktadaniem biofunkcjoanalnym w postaci filtratu biofermentu

Yarrowia lipolytica

Oznakowanie:

Nazwa serii: Yarrowia AKG

Nazwa produktu: Ultra-delikatny zel do mycia twarzy

Nazwa produktu ANG: Ultra gentle for face for face

Dodatkowe oznaczenia pod nazwa: sktadniki Yarrowia lipolytica Ferment Alpha-Ketoglutaric Acid
Rodzaj opakowania: Butelka PET z pompka dozujaca

Rodzaj etykieta // karton Tylko etykieta // bez kartonu

Pojemnos¢ opakowania: 200 ml

PAO bez PAO //
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Kod kreskowy Wstawi¢ kod kreskowy na etykiecie

Data i seria Tre$¢: Najlepiej zuzy¢ przed koncem + miejsce do
umieszczenia miesiac i rok + nr serii 4 cyfry

Uszlechetnienia etykiety Etykieta ttoczna
logo Logo producenta // marki
Znak // ikona Ikona: przeznaczony dla skory wrazliwej

Ikona: testowany na grupie probantéw podczas
leczenia dermatologicznego izotretynoina

Ikona: do mycia twarzy leczonej dermatologicznie
Ikona: drozdze Yarrowia AKG wiasna technologia

Ingredients Agua, Yarrowia lipolytica Ferment Filtrate,
Polyglyceryl-4  Pelargonate, Panthenol  Alpha-
Ketaglutaric Acid, Pyruvic Acid, Citric Acid, Xanthan
Gum, Sodium Levulinate, Potassium Sorbate,
Trisodium Ethylenediamine Disuccinate

Os$wiadczenia:

Sposob uzycia:
INanie§ niewielka ilo§¢ produktu na dionie zwilZzone ciepla wodg. Doktadnie umyj twarz i okolice oczu. Jesli
zmywasz makijaz, opcjonalnie powtorz czynnos¢ dwukrotnie.

Opis produktu:

'Yarrowia AKG ultra-delikatny zel do mycia twarzy, stworzony z mysla o najbardziej wrazliwej skorze podczas
leczenia dermatologicznego izotretynoing. Formuta o zelowej konsystencji delikatnie oczyszcza, pozostawiajgc
skore migkka, bez uczucia $ciggniecia. Receptura oparta o unikatowy sktadnik bioferment, efekt metabolizmu
drozdzy Yarrowia lipolytica z kwasem alfa-ketoglutarowym oraz tagodnym sktadniku myjacym pozyskiwanym
ze stonecznika.

Przebadany na grupie 20 os6b podczas leczenia izotretynoina

Testowany dermatologicznie

Testowany in vivo (badania aparaturowe) i in vitro

14. Opracowanie raportu bezpieczenstwa

Raport bezpieczenstwa produktu kosmetycznego jest opinig eksperta oceniajacego,
ktory potwierdza, ze wprowadzony na rynek kosmetyk jest bezpieczny w normalnym i
przewidywalnym uzytkowaniu i jest zgodny z wymogami rozporzadzenia (WE) nr 1223/20009.
Minimalne wymagania dotyczace raportu bezpieczenstwa dla produktu kosmetycznego sa
okreslone w zatgczniku I do rozporzadzenia. Bezpieczenstwo produktéw kosmetycznych opiera
si¢ na bezpieczenstwie skladnikow zastosowanych w formulacji podlegajacych weryfikacji i
ocenie. Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa Konsumentow (ang. SCCS Scientific Committee
on Consumer Safety) ocenia bezpieczenstwo sktadnikow wymienionych w zatgcznikach II, 111,
IV, V i VI rozporzadzenia. Safety assessor jest odpowiedzialny za ocen¢ bezpieczenstwa

wszystkich sktadnikéw receptury kosmetyku.
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Raport bezpieczenstwa produktu kosmetycznego sktada si¢ z dwoch czgsci:

Czeg$¢ A — Informacje dotyczace bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

Cze$¢ B — Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego.

Czg$¢ A ma na celu zebranie wszystkich danych z badafh przeprowadzonych w laboratorium

oraz sktadnikéw uzytych w formulacji niezbednych do oceny bezpieczenstwa. Cz¢s¢ A sklada

si¢ z dziesieciu sekcji.

Cze¢s¢ B to opinia oceniajgcego bezpieczenstwo kosmetykéw na podstawie danych zebranych

w czesci A 1 sktada si¢ z czterech czesci.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa produktu kosmetycznego 10 sekc;ji:

1. Ilosciowy i jakoSciowy sklad produktu jest receptura skladnikow kosmetyku.
Ta sekcja powinna zawiera¢ nazwe chemiczng, handlowa uzytego surowca kosmetycznego,
nazwe¢ INCI, numer CAS, EINECS / ELINC lub numer WE, jesli to mozliwe, oraz procent
wagowy W preparacie.

2. Wlasciwosci fizyczne/chemiczne i stabilnos¢ produktu kosmetycznego.
Zgodnie z wytycznymi Komisji Europejskiej dotyczacych raportow bezpieczenstwa
produktéw kosmetycznych wiasciwosci fizyczne 1 chemiczne moga obejmowac identyfikacje
chemiczng, forme fizyczna, czasteczkowa mase, rozpuszczalnos$é, wspdtczynnik podziatu,
czystos¢ substancji, a dla polimerdéw $rednig mas¢ czasteczkowa 1 zakres. Ta sekcja wymaga
oceny stabilnos$ci produktu kosmetycznego w racjonalnych przewidywalnych warunkach
przechowywania. Wytyczne dotyczace stabilnosci produktéw kosmetycznych zostaly
opublikowane przez COLIPA (obecnie Cosmetics Europe) i CTFA (obecnie Personal
Products Products Council) w marcu 2004 r.

3. Jako$¢ mikrobiologiczna
Sekcja ta zawiera informacje na temat obecnos$ci/braku drobnoustrojéw w surowcach i/lub
gotowych produktach. Wytyczne dotyczace jakosci mikrobiologicznej produktéw gotowych
zostaly opublikowane w wytycznych SCCS dotyczacych testowania substancji
kosmetycznych i ocenie ich bezpieczenstwa. Zgodnie z nimi produkty kosmetyczne sg
dzielone na dwie kategorie: kategoria 1 dotyczy produktow przeznaczonych dla dzieci
ponizej 3 lat lub w przypadku produktow, ktore beda stosowane w okolicach oczu i blon
sluzowych. Kategoria 2 dotyczy wszystkich innych produktow. W przypadku produktow
kategorii 1 calkowita liczba tlenowych mikroorganizméw mezofilnych nie powinna
przekracza¢ 100 jtk/g lub 100 jtk/ml. W przypadku produktow kategorii 2 catkowita liczba
tlenowych mikroorganizmow mezofilnych nie powinna przekracza¢ 1000 jtk/g Iub 1000

jtk/ml. Patogeny z gatunku Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Candida
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albicans nie powinny by¢ wykrywalne w 1 g lub 1 ml produktu kosmetycznego z kategorii 1
oraz w 0,1 g lub 0,1 ml produktu kosmetycznego z kategorii 2. Jako§¢ mikrobiologiczna
produktu jest weryfikowana przez Safety Assesora na podstawie raportu z testow
mikrobiologicznych w tym testu konserwaciji.

. Zanieczyszczenia, informacje o materiale opakowaniowym.

Zanieczyszczenia to niezamierzone substancje obecne w skladnikach formulacji oraz
opakowaniach. Dozwolone sg §ladowe ilosci substancji zabronionych, pod warunkiem ze
produkt jest bezpieczny, a jego obecnos¢ jest technicznie nieunikniona. Material opakowania
ma bezposredni kontakt z produktem. Zalacznik I do rozporzadzenia (WE) 1223/2009
wymaga, aby osoba oceniajgca bezpieczenstwo kosmetykéw wzigta pod uwagg takie cechy
jak czysto$¢ 1 stabilno$¢ opakowania. Osoba oceniajagca bezpieczenstwo kosmetykow
weryfikuje mozliwo$¢ migracji substancji z opakowania do produktu na podstawie
dokumentacji typu karta charakterystyki opakowania oraz rodzaju masy kosmetyku.

. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzie¢ stosowanie kosmetyku.

,Normalne lub przewidywalne” zastosowanie kosmetyku, to wytyczne na podstawie ktorych
wylicza si¢ narazenie na sktadniki produktu. Przyktadem takim moze by¢ pasta do zgbow,
ktorej uzycie mozna przewidzie€ tj: mycie i szczotkowanie z¢gbdw oraz sptukanie, dwa razy
dziennie, ale jej spozycie jest zabronione 1 nie zostalo uwzglednione w raporcie
bezpieczenstwa produktu kosmetycznego.

. Narazenie na produkt kosmetyczny.

Jest to czeg$¢ raportu, ktora ma na celu oszacowanie bezpiecznej ilosci/dawki produktu
kosmetycznego w postaci tzw. dozy kosmetyku na dzien, ktéory wchodzi w kontakt z
zewnetrznymi czesSciami ludzkiego ciata, w tym zgbami i blonami §luzowymi jamy ustnej w
normalnym i dajacym si¢ racjonalnie przewidzie¢ uzyciu oraz czgstotliwosci uzywania. W
stosownych przypadkach nalezy wzig¢ pod uwage drogi narazenia wtdrnego.

. Profil toksykologiczny substancji.

Jest to okreslenie 1 opisanie zagrozenia toksykologicznego kazdej substancji znajdujacej si¢
w produkcie gotowym. W tej czesci raportu zawiera si¢ odpowiednie punkty koncowe, aby
uzasadni¢ decyzje dotyczaca tego, czy dany sktadnik jest bezpieczny. Punkty koncowe, ktore
mogg by¢ istotne, to ostra toksycznos$¢, podraznienie i dzialanie Zrace, podraznienie skory 1
dzialanie zZragce na skore, podraznienie bton §luzowych (podraznienie oczu), dziatanie
uczulajace na skore, absorpcja, toksyczno$¢ po podaniu wielokrotnym, mutagennos$¢ /
genotoksyczno§¢, rakotworczo$é, toksyczno$¢ reprodukcyjna, toksykokinetyka i

fototoksycznos¢. Tam, gdzie nie zaobserwowano dzialan niepozadanych poziom efektu
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nalezy ustali¢ na podstawie danych literaturowych, aby mozna byto obliczy¢ margines
bezpieczenstwa. Ogolnie przyjmuje si¢, ze margines bezpieczenstwa powinien wynosi¢ co
najmniej 100, aby uzna¢ substancj¢ za bezpieczng do stosowania w kosmetykach. Jezeli nie
mozna okresli¢ poziomu NOAEL (Poziom niewywotujacy dajacych si¢ zaobserwowac
szkodliwych skutkow, ang. No Observed Adverse Effect Level) margines bezpieczenstwa nie
moze zosta¢ obliczony.

8. Dzialania niepozadane i powazne dzialania niepozadane.
Celem tego rozdziatu jest monitorowanie bezpieczenstwa produktu po jego wprowadzeniu
do obrotu 1 podejmowanie w razie potrzeby dzialan naprawczych.

9. Inne istotne informacje o produkcie kosmetycznym.

Czes¢ B oceny bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

Cze$¢ B stanowi uzasadniong opini¢ osoby oceniajacej bezpieczenstwo kosmetykow na
temat bezpieczenstwa produktu, ktora zawiera wnioski z oceny badan oraz wyliczen zawartych
w czesci A. W tej sekcji stwierdza sie¢, czy produkt jest bezpieczny, bezpieczny z ograniczeniami
czy nie jest bezpieczny dla uzytkownika. Jesli osoba oceniajaca bezpieczenstwo kosmetykow
stwierdzi, ze produkt nie jest bezpieczny, wowczas produktu nie wolno wprowadza¢ do obrotu.
Weryfikacja etykiety, obowigzkowe ostrzezenia na etykietach oraz kontrola instrukcji
uzytkowania, rowniez podlega opinii. W tej cze$ci raportu bezpieczenstwa produktu
kosmetycznego osoba oceniajgca bezpieczenstwo kosmetykow powinna zawrze¢ wszelkie
ostrzezenia dotyczace sktadnikoéw a wymienione w zatgcznikach III — VI do rozporzadzenia
(WE) nr 1223/2009 oraz wszelkie informacje dotyczace $rodkow ostroznosci dotyczace
produktéw przeznaczonych do uzytku profesjonalnego.

Rozumowanie

Osoba oceniajagca bezpieczenstwo produktu kosmetycznego, stwierdzajac czy produkt
kosmetyczny jest bezpieczny dla zdrowia ludzkiego i zgodny z rozporzadzeniem (WE) nr
1223/2009, jest =zobligowana do wyjasnienia przebiegu rozumowania skutkujacego
sformulowaniem wnioskéw koncowych. Raport z oceny bezpieczenstwa powinien zostac
poddany aktualizacji je§li wystapi jedno z ponizszych: nowe ustalenia naukowe i1 dane
toksykologiczne dotyczace substancji dostepne, ktore mogltyby zmodyfikowaé wynik istniejace;j
oceny bezpieczenstwa; zmiany wystepuja w sktadzie lub specyfikacji surowcow.

W niniejszej pracy przygotowano trzy raporty bezpieczenstwa, ktore stanowia zatgcznik nr 1, 2
i3.
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Zalacznik nr 1

RAPORT BEZPIECZENSTWA PRODUKTU KOSMETYCZNEGO

Krem do twarzy nawilzajaco-lagodzacy Yarrowia AKG

Wprowadzajaca do obrotu osoba odpowiedzialna ,,producent”: Symbiosis Sp. z o.0.
Sporzadzone przez: Ewa Kilian-Pigta Manager Regulatory

Autoryzowane przez: Lekarz Medycyny Safety Assessor Natalia Saxion

Data utworzenia: 1.08.2024 r.

Przygotowany zgodnie z zatgcznikiem | Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dotyczacego produktéw kosmetycznych

Spis tresci:

CZESC A - Informacje na temat bezpieczenstwa produktu kosmetycznego
1. llosciowy i jakosciowy sktad produktu kosmetycznego

2. Wiasciwosci fizyczne/chemiczne oraz stabilnos¢ produktu kosmetycznego
3. Jakos¢ mikrobiologiczna

4. Zanieczyszczenia, ilosci sladowe, informacje o materiale z ktorego wykonano opakowanie
5. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzie¢ stosowanie

6. Narazenie na dziatanie produktu kosmetycznego

7. Narazenie na dziatanie substancji

8. Profil toksykologiczny substanciji

9. Dziatanie niepozadane i ciezkie dzialanie niepozadane

10. Informacje o produkcie kosmetycznym

CZESC B — Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. Wniosek z oceny

2. Ostrzezenia i instrukcje stosowania umieszczane na etykiecie
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3. Rozumowanie

4. Kwalifikacje eksperta i zatwierdzenie czgsci B

CZESC A - Informacje na temat bezpieczenstwa produktu kosmetycznego
1. losciowy i jakosciowy sklad produktu kosmetycznego

Producent oswiadcza ze, produkt bedacy przedmiotem niniejszego raportu zostat wykonany i
bedzie produkowany zgodnie z systemem jakosci GMP na podstawie normy PN-EN SO 22716,
nie byt testowany na zwierzgtach zgodnie z art 18 rozporzadzenia 1223/2009/WE oraz nie
zawiera substancji CMR kategorii 1A, 1B oraz 2 zgodnie z rozporzadzenia 1272/2008/WE

Nazwa handlowa Nazwa INCI | Zawartos¢ | Numer CAS Funkcja
w
produkcie
[%6]
Woda Aqua DS 7732-18-5 rozpuszczalnik
Mocznik Urea 5,0 57-13-6 humektant
7732-18-5
Aqua
D-Panthenol 5,0 81-13- sktadnik aktywny
Panthenol 0/16485-10-
2
Gliceryna
farmaceutyczna Glycerin 5,0 56-81-5 humektant
roslinna
Guma ksantanowa | Xanthan Gum 0,5 11138-66-2 zagestnik
Cetearyl
Glucoside 67762-27-0
Emulpharma K10
RSPO MB Sorbitan Olivate 6.0 226159-33-1 emulgator
Cetearyl Alcohol 223706-40-9
Masto shea | DUDTOSPErmum i 54 194043.99.0  emolient
Parkii Butter
Olej z ogodrecznika _BOrago .
. Officinalis Seed 4,0 225234-12-8 emolient
lekarskiego oil
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o Tocopheryl
Witamina E Acetate 1,0 7695-91-2 antyoksydant
Kaprynian Coco
kokosowy, Caprylate/Caprat 95912-86-0
Trojgliceryd e, 8,0 emolient
kaprylowo- Capr_‘yllc/ C_aprlc 73398-61-5
kaprynowy Triglyceride,
Sodium
Levulinate 19856-23-6
Iég\pg#:g'r?n g?ﬁsﬁ’ Potassium 1,9 246334-61-5 konserwant
P Sorbate
7732-18-5
Agua
: . Trisodium
D;Eggzzc’tgvrg?n Ethylenediamine 05 178949-82-1 substancja
g Disuccinate ’ chelatujaca
etylenodiaminy Aqua
a 7732-18-5
Yarrowia
Lipolytica
Ferment Filtrate L
. . Alpha- .
F|Itr_at Yar_rOW|a Ketoglutaric 10,0 328-50-7 substancja
lipolytica Acid aktywna
Pyruvic Acid LSS
Citric Acid 77-92-9

Karty charakterystyki surowcow oraz certyfikaty analiz, pozwalaja dokona¢ identyfikacji
substancji, informujg 0 ich wilasciwosciach, obecnosci potencjalnych zanieczyszczen oraz
profilu toksykologicznym. Dostarczone przez producenta karty charakterystyki surowcow

uzytych w gotowym produkcie znajduja si¢ W zatgczniku nr 1.

2. Wilasciwosci fizyczne/chemiczne oraz stabilno$é produktu kosmetycznego
o  Wiasciwosci fizyczne/chemiczne gotowego produktu kosmetycznego

Wyglad: jednorodna emulsja/krem

Barwa: kremowa bialo-bezowa
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Zapach: charakterystyczny (stabo wyczuwalny) drozdzowy

pH: 4,4 ; Przyjety zakres 4,0- 5,0

Lepkos¢: 3236,1 mPa*s

Gestosc: 0,985 g/cm?

Szczegbdtowe wyniki przedstawiono w rozdziale Wyniki i dyskusja Tabela 21.
e Stabilno$é gotowego produktu kosmetycznego

Prowadzono wstgpny test stabilnosci produktu kosmetycznego — 24 godzinny test
temperaturowy. Barwa, zapach, konsystencja nie ulegty zmianie. Badanie prowadzono w
temperaturach 4°C, 20°C i 40°C. Pomiary wykonano w temperaturze pokojowej, w 22°C.
Nastgpnie wykonano test wirowkowy po 24 h, poddajac produkt wirowaniu przez 3 min 2000
obr/min. Wynik: nie zaobserwowano rozwarstwiania faz.
Badany produkt kosmetyczny poddano ocenie stabilnosci w czasie i 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
wykazaly intensyfikacj¢ zapachu badanej probki oraz zmniejszenie lepkosci po 4,8 o 12
tygodniach przechowywania w temperaturze 37°C, bez cech rozwarstwienia.
Wyniki — Rozdziat Wyniki i dyskusja Tabela 31, 39,40.

e Termin trwalos$ci produktu kosmetycznego wyznaczono na 24 miesiace od daty

produkcji.

Termin trwaloséci okreslono na podstawie sktadu gotowego produktu, przewidywanego czasu

zuzycia przez uzytkownika i wynikow testow stabilnosci.

3. Jakos¢ mikrobiologiczna

e Jakos$¢ mikrobiologiczna substancji i mieszanin
Dostarczone przez producenta karty charakterystyki surowcow nie wzbudzajg zastrzezen pod
katem czystosci mikrobiologicznej. Dla surowcow z niskim ryzykiem mikrobiologicznym nie
przeprowadzono oceny. Pozostale surowce speiniaja wymagania mikrobiologiczne, co
umozliwia ich zastosowanie w produkcji kosmetyku.

e Jakosé mikrobiologiczna gotowego produktu kosmetycznego
Produkt spetnia wymagania jakosciowe i ilosciowe dotyczace czystosci mikrobiologicznej dla
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produktu. Badanie jakosci mikrobiologicznej formulacji nie wykazato wzrostu drobnoustrojow
w badanej prébce. Zgodnie z normg PN-EN ISO 17516:2014-11 badana probka spetnia
kryterium kategorii | czystosci mikrobiologicznej. Wyniki testu konserwacji potwierdzaja, ze
zastosowany konserwant zabezpiecza formulacje przez wzrostem niepozadanych grup
drobnoustrojow.
Wyniki — Rozdzial Wyniki i dyskusja Tabela 28.

e Potencjal przeciwdrobnoustrojowy i prebiotyczny - testy in vitro whasciwosci

kremu do twarzy z filtratem

Wyniki — Rozdziat Wyniki i dyskusja Tabela 44 i 45.
4. Zanieczyszczenia, ilosci sladowe, informacje o materiale z ktérego wykonano
opakowanie
e Zawartos¢ sladowych ilosci substancji niedozwolonych
Wyniki — Rozdzial Wyniki i dyskusja Tabela 24.

Ze wzgledow technicznych uniknigcie zanieczyszczen $ladowych jest niemozliwe. Nie sg
spodziewane inne zanieczyszczenia i sladowe ilosci substancji niedozwolonych, ktére moga
wplynaé na bezpieczenstwo produktu. Zgodnie z rozporzadzeniem 1223/2009/WE dopuszczone

jest zastosowanie tych sktadnikow.

e Informacje o materiale z ktérego wykonano opakowanie

Rodzaj opakowania Dostawca
butelka PP
airless Va
50ml

Mozliwe zastosowanie opakowania do celow spozywczych nie wnosi zastrzezen do jego
stosowania w produkcie kosmetycznym, a potencjalne migracje substancji lub niestabilno$¢

mogace wplywac na bezpieczenstwo produktu nie sg spodziewane.

Przeprowadzono test kompatybilnosci masy z opakowaniem. Wyniki badan kompatybilnosci

masy z opakowaniem podczas testow starzeniowych wykazaty brak interakcji pomiedzy masg i

136



opakowaniem. Nie zmienita si¢ posta¢, barwa oraz zapach prob masy kremu. Opakowanie

rowniez nie ulegto deformacji, nie zmienito barwy oraz nie stracito szczelnosci.
5. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzieé¢ stosowanie
Krem do twarzy Yarrowia AKG zawierajacy filtrat Yarrowia lipolytica

Sposob uzycia: Po doktadnym umyciu i osuszeniu twarzy nanie$ niewielkg ilo$¢ produktu na
dtonie i wmasuj w skore twarzy do catkowitego wchtonigcia. Opcjonalnie przed wmasowaniem
kremu zastosuj niewielka ilos¢ serum Yarrowia AKG wmasowujac kolejno serum i nastgpnie
krem.

6. Narazenie na dzialanie produktu kosmetycznego

Miejsce zastosowania twarz

Powierzchnia aplikacji (1) (2) 565 cm?

Tloé¢ zastosowanego produktu 1,54 g/ dzieh wg SCCS
Czas trwania i czestos¢ stosowania 2.14 raza na dzien wg SCCS
Populacja docelowa i narazona osoby doroste

Waga ciata dorostych 60 kg

Faktor retencji 1,0

(1) Wedtug wytycznych SCCS/1628/21
(2) Wedtug wytycznych RIVM report 320104001/2006

Produkt przebadano dermatologicznie pod katem wtasciwosci draznigcych i uczulajgcych,

whniosek z badan znajduje si¢ w sekcji 10 niniejszego raportu.
7. Narazenie na dzialanie substancji
e Obliczenie marginesu bezpieczenstwa

Zgodnie z wytycznymi SCCS/1628/21 oraz wykorzystujac dostgpne dane producentow

substancji, opinie komitetow naukowych oraz dostgpne bazy danych toksykologicznych
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obliczono margines bezpieczenstwa dla produktu typu krem do twarzy

Dzienna ekspozycja na produkt wynosi:

Eprodukt: 24.14 mg/kg bw/dzien

Dawke narazenia ogolnoustrojowego dla sktadnikoéw wyrobu obliczono ze wzoru:

SED :Eprodukt

gdzie:

(mg/kg bw/dzien) x C (%)/100 x DAp(%6)/100

C — maksymalne stezenie sktadnika w produkcie

DAp — absorpcja przeznaskorkowa; jezeli jest nieznana przyjmuje si¢ 50%

Margines bezpieczenstwa stosowania

MoS= PODSyS/SED
SKELADNIKI WG Maksymalne
INCI mozliwe stezenie | Absorpcja przez SED MoS
skladnika w skore (%0)
gotowym
produkcie (%)
Aqua ds 100 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, stanowi gtowng
sktadowa organizmu cztowieka
Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
Urea 5,0 jest jako GRAS ( ang. Generally Recognized as Safe),
wystepuje naturalnie w organizmie cztowieka
Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
Panthenol 3,75 jest jako GRAS
Nie dotyczy, substancja szeroko stosowana w przemysle
Glycerin 5,0 spozywczym i farmaceutycznym, wg FDA zaliczana jako
GRAS
Xanthan Gum 0,5 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
jest jako GRAS, szeroko stosowana jako dodatek spozywczy
Sktadnik jest bezpieczny do stosowania na skore i btony
Cetearyl Glucoside 4,2 $luzowe. W produktach kosmetycznych nie istnieja
ograniczenia stosowania.
Sorbitan Olivate 2,4 Nie dotyczy; toksycznos¢ nie jest spodziewana; pochodna

alkoholu cetearylowego i kwaséw ttuszczowych
pochodzacych z oliwy z oliwek
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Cetearyl Alcohol 144 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
' jest jako GRAS, szeroko stosowana jako dodatek spozywczy
Butyrospermum 3,0 Nie dotyczy; substanc!a nie Jest.toksyczna , tradyf:yjnle
- stosowana w medycynie ludowej. Brak ograniczen co do
Parkii Butter .
stosowania w produktach kosmetycznych.
Borago Officinalis 3,0 Nie dotyczy, substancjg jest bezpieczna, stosowana jako $rodek
Seed Oil spozywczy. Oceniony przez CIR jako bezpieczny do stosowania
w kosmetykach.
1,0 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna w obechym st¢zeniu.
Tocopheryl Acetate Szeroko stosowana w przemysle spozywczym i
farmaceutycznym.
MOS >100;
Coco 4,0 10 0,097 NOAEL >1000
Caprylate/Caprate mg/kg/d wg
dostepnych danych
substancja nie jest
toksyczna
Caprylic/ Capric 4,0 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
Triglyceride jest jako GRAS
[
Sodium Levulinate 0,57 50 0,0688 DNEL 5mk/kg bw/d
MOS >100
Potassium Sorbate Zastosowano w ilo$ci zgodnej z wymaganiami rozporzadzenia
0,38 1223/2009/WE. Maksymalne stezenie w gotowym produkcie
0,6%
Trisodium 0,185 Nie dotyczy, substancja nie przenika przez barierg naskorkowa
Ethylenediamine
Disuccinate
Yarrowia lipolytica 9,8 Toksycznos¢ nie jest przewidziana. Substancja bogata w
Ferment Filtrate aminokwasy, kwasy organiczne i biatka.
Alpha-Ketoglutaric 0,142 Nie dotyczy, substancja wystepuje naturalnie w organizmie
Acid cztowieka. W obecnym stezeniu nie wykazuje dziatania
toksycznego.

Pyruvic Acid 0,123 Moze by¢ Wystepuje naturalnie w organizmie
promotorem cztowieka, W uzytym stezeniu jest
przenikania bezpieczny w produktach kosmetycznych

Citric Acid 0,021 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
jest jako GRAS. Szeroko stosowany w przemysle spozywczym i
farmaceutycznym.

8. Profil toksykologiczny substancji

Profil toksykologiczny poszczegélnych substancji wchodzacych w sktad produktu
kosmetycznego, oraz dane o zrodtach informacji zawarte sg w zatagczniku nr 2.

9. Dzialanie niepozadane i ci¢zkie dzialanie niepozadane

139



Poddany ocenie produkt jest dopiero wprowadzany na rynek, nie ma wigc informacji o
jakichkolwiek dziataniach niepozadanych. Po analizie uzytych sktadnikow i ich ocenie
toksykologicznej, dziatania niepozadane nie sg spodziewane.

Zgodnie w wymogiem art. 23 rozp. 1223/2009/WE osoba wprowadzajaca produkt do obrotu ma
obowigzek dokumentowania i zglaszania dziatania niepozgdanego wywotanego przez produkt

kosmetyczny.

W przypadku wystapienia ci¢zkiego dziatania niepozadanego 0soba odpowiedzialna za produkt
ma obowigzek powiadomi¢ odpowiednie organy panstwowe. Zakres dziatan o0soby
odpowiedzialnej za rozwigzanie problemu w takim przypadku wskazano w przewodniku—
Wytyczne w sprawie zgfaszania Cigzkich dziatan niepozgdanych. Wszelkie informacje na temat
dziatan niepozadanych muszg by¢ aktualizowane i udostgpniane 0sobie prowadzacej oceng
bezpieczenstwa W celu zamieszczenia zmian w raporcie bezpieczenstwa.

10. Informacje o produkcie kosmetycznym

* Produkt kosmetyczny przebadano pod katem wlasnosci draznigcych i uczulajacych.

Badania dermatologiczne testy ptatkowe okluzyjne zostaty przeprowadzone na grupie 20 oséb
(w tym 15 osob z wywiadem alergicznym). Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan
nie stwierdzono witasciwosci uczulajacych i draznigcych kremu do twarzy. Krem do twarzy z
fitratem spelnia kryteria bezpieczenstwa dermatologicznego i zostaty zakwalifikowany do
dalszego etapu badan tj. testow aplikacyjnych na probantach podczas leczenia

dermatologicznego izotretynoing.

e Testy aplikacyjno-uzytkowych oraz aparaturowe, potwierdzajace deklarowane
dzialanie produktu

Produkt kosmetyczny podano badaniu wlasciwosci aplikacyjno-uzytkowych celem

potwierdzenia deklarowanego przez producenta dziatania.

Wyniki: Rozdzialt Wyniki i dyskusja, punkty 10 i 11, Rysunki: 19, 22, 23, 24, 25, 26, 27)

Whnioski: Na podstawie przeprowadzonych badan aplikacyjno-uzytkowych, stwierdzono, ze
badany produkt stosowany zgodnie z przeznaczeniem i zaleceniami, charakteryzuje sie
deklarowanym dziataniem. O$wiadczenia dotyczace deklaracji dziatania kremu oraz sposobu
taczenia pielegnacji z serum u osob podczas leczenia izotretynoing zostaty potwierdzone w
badaniach aparaturowych i aplikacyjno - uzytkowych na grupie 20 probantéw z grupg kontrolng
20 0s06b stosujacych placebo.
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* Testy in vitro - Potwierdzenie potencjalu antyoksydacyjnego
Wyniki — Rozdzial Wyniki i dyskusja Tabela 43.

CZESC B Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. Whniosek z oceny

Produkt KREM YARROWIA AKG zawierajacy filtrat Yarrowia lipolytica wprowadzany
na rynek przez podmiot odpowiedzialny Symbiosis Sp. z 0.0. poddano ocenie bezpieczenstwa.
Po analizie sktadu produktu, uwzgledniajac normalne i dajace si¢ przewidzie¢ narazenie,
stwierdza sie, ze produkt jest bezpieczny i stosowany zgodnie z zaleceniami producenta, nie

stanowi zagrozenia dla zdrowia i zycia ludzi.

Zastosowane sktadniki oraz ich stezenia w produkcie sa dopuszczone do stosowania w
kosmetykach zgodnie z rozporzadzeniem 1223/2009/WE. Skfadniki regulowane

rozporzadzeniem 1223/2009/WE zostatly uzyte zgodnie z wymogami rozporzadzenia.

Oceniajgc profil toksycznosci zastosowanych sktadnikow, ich strukture chemiczng i historie
bezpiecznego stosowania, stwierdza sig, ze nie ma prawdopodobnych zagrozen bezpieczenstwa
wynikajacych z normalnego stosowania tego produktu, jesli jest on stosowany zgodnie z

zaleceniami lub w przewidywalnych warunkach stosowania.

Na podstawie oceny bezpieczenstwa dla zdrowia czlowieka gotowego produktu, jego sktadu,
budowy chemicznej oraz poziomu narazenia stwierdza sie, ze recepture produktu uznaje si¢ za

bezpieczng W stosowaniul.

Ponadto producent o$wiadcza ze, produkt bedacy przedmiotem niniejszego raportu zostat
wykonany i bedzie produkowany zgodnie z systemem jakosci GMP na podstawie normy PN-
EN ISO 22716, nie byt testowany na zwierzetach zgodnie z art 18 rozporzadzenia
1223/2009/WE oraz nie zawiera substancji CMR kategorii 1A, 1B oraz 2 zgodnie z
rozporzadzenia 1272/2008/WE

2. Ostrzezenia i instrukcje stosowania umieszczone na etykiecie

Dodatkowe informacje na etykiecie wynikajagce z wytycznych art 19 rozporzadzenia
1223/2009/WE i obecnosci okreslonych sktadnikow, nie sg wymagane.
Zalecane jest aby produkt przechowywany byt w temperaturze pokojowej z dala od zrodet

$wiatla i ciepfta.

3. Rozumowanie
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Kosmetyk bedacy przedmiotem oceny bezpieczenstwva KREM YARROWIA AKG
zawierajacy filtrat Yarrowia lipolytica to krem nawilzajaco-tagodzacy stworzony specjalnie
do pielegnacji skory twarzy podczas leczenia dermatologicznego izotretynoina” (deklaracja
producenta).

W trakcie badan potwierdzono stabilnos¢ fizykochemiczng gotowego produktu, jego
kompatybilnos¢ z opakowaniem, oraz oszacowano termin trwatosci kosmetyku.

Zastosowane do otrzymania masy kosmetycznej sktadniki zostaty uzyte w dozwolonych
stezeniach i warunkach stosowania okreslonych w rozporzadzeniu 1223/2009/WE.
Potwierdzono czysto$§¢ mikrobiologiczng gotowego produktu oraz skuteczno$¢ uktadu
konserwujacego.

Dokonano oceny ryzyka na podstawie analizy dostgpnych danych, profilu toksycznosci
poszczegdlnych sktadnikow, w uzasadnionych przypadkach wyznaczono margines
bezpieczenstwa.

Dla sktadnikéw, dla ktorych dostepna byta wartos¢ toksycznosci systemowej wyznaczono
margines bezpieczenstwa. We wszystkich przypadkach MoS byt wartoscig wigksza niz 100.
Oceny toksykologicznej sktadnikow zawartych w produkcie kosmetycznym (zat. 1) dokonano

na podstawie danych zawartych w:

karcie charakterystyki poszczegdlnych substancji
bazie ECHA

bazie o sktadnikach kosmetycznych CIR

opinii SCCS

bazie danych FDA.

Ponadto gotowy produkt przebadano pod katem wlasciwos$ci draznigcych i uczulajacych oraz
poddano testom aplikacyjno-uzytkowym oraz aparaturowym potwierdzajac  jego
bezpieczenstwo oraz deklarowane przez producenta dziatanie.

4. Kwalifikacje eksperta i zatwierdzenie czesci B

Imie i nazwisko Natalia Saxion

Kwalifikacje Lekarz Medycyny, Safety Assessor nr 2599518

Adres ul. Rubiez 46 H, 61-612 Poznan

Telefon 502 189 324
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Zalacznik nr 2

RAPORT BEZPIECZENSTWA PRODUKTU KOSMETYCZNEGO
Serum nawilzajace do twarzy Yarrowia AKG

Wprowadzajaca do obrotu osoba odpowiedzialna ,,producent: Symbiosis Sp. z o.0.

Sporzadzone przez: Ewa Kilian-Pigta Manager Regulatory
Autoryzowane przez: Lekarz Medycyny Safety Assessor Natalia Saxion
Data utworzenia: 1.08.2024 r.

Przygotowany zgodnie z zatacznikiem | Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dotyczacego produktéw kosmetycznych

Spis tresci:

CZESC A - Informacje na temat bezpieczenstwa produktu kosmetycznego
1. llosciowy i jakosciowy sktad produktu kosmetycznego

2. Wiasciwosci fizyczne/chemiczne oraz stabilnos¢ produktu kosmetycznego
3. Jakos¢ mikrobiologiczna

4. Zanieczyszczenia, ilosci sladowe, informacje o materiale z ktorego wykonano opakowanie
5. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzie¢ stosowanie

6. Narazenie na dziatanie produktu kosmetycznego

7. Narazenie na dziatanie substancji

8. Profil toksykologiczny substanciji

9. Dziatanie niepozadane i ciezkie dzialanie niepozadane

10. Informacje o produkcie kosmetycznym

CZESC B — Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. Wniosek z oceny

2. Ostrzezenia i instrukcje stosowania umieszczane na etykiecie

3. Rozumowanie

4. Kwalifikacje eksperta i zatwierdzenie cze¢sci B

CZESC A - Informacje na temat bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. llosciowy i jakosciowy sklad produktu kosmetycznego
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Za dostarczone informacje dotyczace sktadu jakosciowego i ilosciowego produktu odpowiada

osoba zlecajaca wykonanie raportu.

Producent oswiadcza ze, produkt bedacy przedmiotem niniejszego raportu zostat wykonany i

bedzie produkowany zgodnie z systemem jakosci GMP na podstawie normy PN-EN 1SO 22716,

nie byl testowany na zwierzetach zgodnie z art 18 rozporzadzenia 1223/2009/WE oraz nie

zawiera substancji CMR kategorii 1A, 1B oraz 2 zgodnie z rozporzadzenia 1272/2008/WE.

Nazwa handlowa | Nazwa INCI | Zawartos¢ w | Numer CAS Funkcja Dane
produkcie dostawcy
[%0]
Woda Aqua DS 7732-18-5 rozpuszczalnik -
Yarrowia
lipolytica
Ferment n/a
Filtrate
Bioferment Alpha- 328-5-7 substancja
. 50,0 -
natywny Ketoglutaric aktywna
Acid 127-17-3
Pyruvic Acid 77-92-9
Citric Acid
Gliceryna
farmaceutyczna Glycerin 5,0 56-81-5 humektant -
roslinna
Aqua 7732-18-5
D-Panthenol 50 skladnik -
Panthenol 81-13- aktywny
0/16485-10-2
Guma ksantanowa | Xanthan Gum 0,5 11138-66-2 zagestnik -
Sodium
Levulinate 19856-23-6
Lewgll_n lan sodu, Potassium 1,9 246334-61-5 konserwant -
Sorbinian potasu
Sorbate
7732-18-5
Aqua
. . Trisodium
DA Ethylenediami LSl substancja
trisodowo- . - 0,5 . -
. ne Disuccinate chelatujaca
etylenodiaminy Aqua
a 7732-18-5

Karty charakterystyki surowcow oraz certyfikaty analiz pozwalaja dokonac identyfikacji

substancji, informujg 0 ich wiasciwosciach, obecnosci potencjalnych zanieczyszczen oraz
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profilu toksykologicznym. Dostarczone przez producenta karty charakterystyki surowcow
uzytych w gotowym produkcie znajduja si¢ W zatgczniku nr 1.
2. Wiasciwosci fizyczne/chemiczne oraz stabilnosé produktu kosmetycznego
e Wiasciwosci fizyczne/chemiczne gotowego produktu kosmetycznego
Wyglad: ptynny przejrzysty zel
Barwa: jasno - zotta
Zapach: charakterystyczny (stabo wyczuwalny) drozdzowy
pH: 4,1 (przyjety zakres 3,5-4,5)
Lepkosé¢: 278,4 mPa*s; 92,8%; SP:L2; RPM:100; T:22,8°C
Gestosé: 1,009 g/cm?®

Szczegdtowe wyniki przedstawiono w rozdziale Wyniki i dyskusja Tabela 22.

e Stabilnos¢ fizykochemiczna gotowego produktu kosmetycznego

Przeprowadzono wstepny test stabilnosci produktu kosmetycznego — 24 godzinny test
temperaturowy. Barwa, zapach, konsystencja nie ulegly zmianie. Badanie prowadzono w
zakresach temperatur 4°C, 20°C i 40°C. Pomiary wykonano w temperaturze pokojowej 22°C.
Nastepnie wykonano test wirbwkowy po 24 h, poddajac produkt wirowaniu przez 3 minuty,
2000 obr/min. Wynik: nie zaobserwowano rozwarstwiania faz.

Badany produkt kosmetyczny poddano ocenie stabilno$ci w czasie i 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
wykazaly intensyfikacj¢ zapachu badanej probki oraz zmniejszenie lepkosci formulacji po 4,8 i
12 tygodniach przechowywania w temperaturze 37°C (Rozdziat Wyniki i dyskusja Tabela 32).

e Termin trwalosci produktu kosmetycznego wyznaczono na 24 miesiace od daty
produkcji.

Termin trwatosci okreslono na podstawie sktadu gotowego produktu, przewidywanego czasu

zuzycia przez uzytkownika i wynikoéw testow stabilnosci.

3. Jakos¢ mikrobiologiczna

e Jakos¢ mikrobiologiczna surowcéow kosmetycznych
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Dostarczone przez producenta karty charakterystyki surowcow nie wzbudzajg zastrzezen pod
katem czystosci mikrobiologicznej. Dla surowcow z niskim ryzykiem mikrobiologicznym nie
przeprowadzono oceny. Pozostale surowce speiniaja wymagania mikrobiologiczne, co
umozliwia ich zastosowanie w produkcji kosmetyku.
e Jakosé mikrobiologiczna gotowego produktu kosmetycznego

Produkt spetnia wymagania jakosciowe i ilosciowe dotyczace czystosci mikrobiologicznej dla
produktu. Badanie jakosci mikrobiologicznej formulacji nie wykazato wzrostu drobnoustrojow
w badanej probce. Zgodnie z normg PN-EN ISO 17516:2014-11 badana probka spetnia

Kryterium kategorii i czysto$ci mikrobiologicznej.
Wyniki - Rozdziat Wyniki i dyskusja, pkt. 5 Tabela 29.

Wyniki testu konserwacji zawarte w Rozdziale Wyniki i dyskusja, pkt. 4 Tabela 26
potwierdzaja stabilnos¢ mikrobiologiczng produktu i zabezpieczajg formulacj¢ przez wzrostem

niepozadanych drobnoustrojow.

e Potencjal przeciwdrobnoustrojowy i prebiotyczny w testach in vitro; potwierdzenie
oswiadczen marketingowych producenta

Wyniki - Rozdzial Wyniki 1 dyskusja, pkt. 9.2 Tabela 44 i 45.

4. Zanieczyszczenia, ilosci sladowe, informacje o materiale z ktérego wykonano
opakowanie

e Zawartos¢ sladowych ilosci substancji niedozwolonych
Wyniki - Rozdziat Wyniki i dyskusja Tabela 24.

Ze wzgledoéw technicznych uniknigcie zanieczyszczen $ladowych jest niemozliwe. Nie Sg
spodziewane inne zanieczyszczenia i sladowe ilosci substancji niedozwolonych, ktére moga
wplynaé na bezpieczenstwo produktu. Zgodnie z rozporzadzeniem 1223/2009/WE dopuszczone
jest zastosowanie tych sktadnikow.

¢ Informacje o materiale z ktérego wykonano opakowanie

Rodzaj opakowania Dostawca
butelka PP /
airless L3
30ml
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Mozliwe zastosowanie opakowania do celéw spozywczych nie wnosi zastrzezen do jego
stosowania w produkcie kosmetycznym, a potencjalne migracje substancji lub niestabilnosci

mogace wplywaé na bezpieczenstwo produktu nie sg spodziewane.

Przeprowadzono test kompatybilnosci masy z opakowaniem. Wyniki badan kompatybilnosci
masy z opakowaniem podczas testow starzeniowych wykazaty brak interakcji pomiedzy masg i
opakowaniem. Nie zmienila si¢ posta¢, barwa oraz zapach prob masy serum. Opakowanie

rowniez nie ulegto deformacji, nie zmienito barwy oraz nie stracito szczelnosci.

5. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzieé¢ stosowanie

SERUM nawilzajace do twarzy YARROWIA AKG - zawierajace filtrat Yarrowia
lipolytica

Sposob uzycia: Po doktadnym umyciu i osuszeniu twarzy nanie$ niewielka ilo$¢ produktu na
dtonie i wmasuj w skore twarzy oraz do catkowitego wchtonigcia. Nastepnie odpowiednig ilo$¢

kremu Yarrowia AKG wmasuj od razu po serum.

6. Narazenie na dzialanie produktu kosmetycznego

Miejsce zastosowania twarz
Powierzchnia aplikacji (1) (2) 565 cm?

Tlo$¢ zastosowanego produktu 1,54 g/ dzienh wg SCCS
Czas trwania i czestos¢ stosowania 2.14 razy na dzien wg SCCS
Populacja docelowa i narazona 0soby doroste

Waga ciata dorostych 60 kg

Faktor retencji 1,0

(1) wedtug wytycznych SCCS/1628/21
(2) wedtug wytycznych RIVM report 320104001/2006

Produkt przebadano dermatologicznie pod katem wtasciwosci draznigcych i uczulajacych,

whniosek z badan znajduje si¢ w sekcji 10 niniejszego raportu

7. Narazenie na dzialanie substancji niepozadanych

e Obliczenie marginesu bezpieczenstwa
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Zgodnie z wytycznymi SCCS/1628/21 oraz wykorzystujac dostgpne dane producentow
surowcow, opinie komitetow naukowych oraz dostgpne bazy danych toksykologicznych

obliczono margines bezpieczenstwa.

Dzienna ekspozycja na produkt wynosi:

Eprodukt: 24.14 mg/kg bw/dzien
Dawke narazenia ogolnoustrojowego dla sktadnikoéw wyrobu obliczono ze wzoru:

SED =E (mg/kg bw/dzien) x C (%)/100 x DAp(%0)/100

produkt
gdzie:

C — maksymalne stezenie sktadnika w produkcie

DAp — absorpcja przeznaskorkowa; jezeli jest nieznana przyjmuje sie 50%

Margines bezpieczenstwa stosowania

MoS= PODSyS/SED
Maksymalne
SKELADNIKI WG | mozliwe stezenie | Absorpcja przez SED MoS
INCI skladnika w skore (%0)
gotowym
produkcie (%0)
Aqua ds 100 Nie dotyczy, substancja nie je_st toksyczng, stanowi gtowna
sktadowa organizmu cztowieka
Yarrowia lipolytica Toksycznos¢ nie jest przewidziana. Substancja bogata w
. 49,0 . : .
Ferment Filtrat aminokwasy, kwasy organiczne i biatka.
) . Nie dotyczy, substancja wyste¢puje naturalnie w organizmie
Alpha I;itic&glutarlc 0,71 cztowieka. W obecnym stezeniu hie wykazuje dziatania
toksycznego.
100, moze by¢ Wystepuje naturalnie w organizmie
Pyruvic Acid 0,615 promotorem cztowieka, W uzytym stezeniu jest
przenikania bezpieczny w produktach kosmetycznych
Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
Citric Acid 0,105 jest jako GRAS. Szeroko stosowany w przemysle spozywczym i
farmaceutycznym.
Nie dotyczy, substancja szeroko stosowana w przemysle
Glycerin 5,0 spozywczym i farmaceutycznym, wg FDA zaliczana jako
GRAS
panthenol 3,75 Nie dotyczy, substancla_l nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
jest jako GRAS
Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
Xanthan Gum 0.5 jest jako GRAS, szeroko stosowana jako dodatek spozywczy
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DNEL 5mk/kg bw/d

Sodium Levulinate 0,57 50 0,0688 MOS >100
Zastosowano w ilo$ci zgodnej z wymaganiami rozporzadzenia
Potassium Sorbate 0,38 1223/2009/WE. Maksymalne st¢zenie w gotowym produkcie
0,6%
Trisodium
Ethylenediamine 0,185 Nie dotyczy, substancja nie przenika przez barier¢ naskorkowag
Disuccinate

8. Profil toksykologiczny substancji

Profil toksykologiczny poszczegélnych substancji wchodzacych w  sktad produktu
kosmetycznego oraz dane o zrodtach informacji zawarte sg w zatgczniku nr 2.

9. Dzialanie niepozadane i ciezkie dzialanie niepozadane

Poddany ocenie produkt jest dopiero wprowadzany na rynek, nie ma wiec informacji o
jakichkolwiek dziataniach niepozadanych. Po analizie uzytych sktadnikow i ich ocenie

toksykologicznej dziatania niepozadane nie sa spodziewane.

Zgodnie w wymogiem art. 23 rozp. 1223/2009/WE osoba wprowadzajaca produkt do obrotu ma
obowigzek dokumentowania i zglaszania dziatania niepozadanego wywotanego przez produkt

kosmetyczny.

W przypadku wystapienia cigzkiego dziatania niepozadanego osoba odpowiedzialna za produkt
ma obowigzek powiadomi¢ odpowiednie organy panstwowe. Zakres dziatan o0soby
odpowiedzialnej za rozwigzanie problemu w takim przypadku wskazano w przewodniku—
Wytyczne w sprawie zgfaszania cigzKich dziatan niepozgdanych. Wszelkie informacje na temat
dziatan niepozadanych muszg by¢ aktualizowane i udostgpniane 0sobie prowadzacej oceng

bezpieczenstwa W celu zamieszczenia zmian w raporcie bezpieczenstwa.

Wszelkie informacje na temat dziatan niepozadanych muszg by¢ aktualizowane i udostepniane
osobie prowadzacej ocen¢ bezpieczenstwa W celu zamieszczenia zmian w raporcie

bezpieczenstwa.

10. Informacje o produkcie kosmetycznym

* Produkt kosmetyczny przebadano pod katem wlasciwosci drazniacych i uczulajacych.

Badania dermatologiczne testy ptatkowe okluzyjne zostaty przeprowadzone na grupie 20 oséb

(w tym 15 osob z wywiadem alergicznym). Na podstawie wynikow prowadzonych badan nie
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stwierdzono wtlasnosci uczulajacych i draznigcych badanego produktu typu serum do twarzy.
Wszystkie warianty serum spetniajg kryteria bezpieczenstwa dermatologicznego i zostaty
zakwalifikowane do dalszego etapu badan tj. testow aplikacyjnych na probantach podczas
leczenia izotretynoing. Wyniki i opinie nie dotyczy osob u ktorych wystepuje alergia na

ktorykolwiek ze sktadnikow badanego kosmetyku.

* Testy aplikacyjno-uzytkowych oraz badania aparaturowe, potwierdzajace deklarowane
dzialanie produktu

Produkt kosmetyczny podano testom aplikacyjno-uzytkowym oraz aparaturowym na grupie 20

probantéw oraz 20 probantow z produktem placebo, celem potwierdzenia deklarowanego przez

producenta dziatania i zawarto je w sprawozdaniu.

Wyniki: Rozdziat Wyniki i dyskusja, punkty 10 i 11, Rysunki: 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27)
Whnioski: Na podstawie przeprowadzonych badan aplikacyjno-uzytkowych stwierdzono, ze

badany produkt stosowany zgodnie z przeznaczeniem i zaleceniami charakteryzuje sig¢

deklarowanym dziataniem.

* Analiza potencjalu antyoksydacyjnego - potwierdzenie o$wiadczen w testach in vitro
Wyniki - Rozdziat Wyniki i dyskusja, pkt. 9 Tabela 43.

CZESC B — Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. Whniosek z oceny

Produkt SERUM nawilzajace YARROWIA AKG zawierajace filtrat Yarrowia lipolytica
wprowadzany na rynek przez podmiot odpowiedzialny Symbiosis Sp. z 0. 0. poddano ocenie
bezpieczenstwa. Po analizie sktadu produktu, uwzglgdniajac normalne i dajace si¢ przewidzie¢
narazenie, Stwierdza si¢, ze produkt jest bezpieczny i stosowany zgodnie z zaleceniami

producenta nie stanowi zagrozenia dla zdrowia i zycia ludzi.

Zastosowane sktadniki oraz ich st¢zenia w produkcie sg dopuszczone do stosowania w
kosmetykach zgodnie z rozporzadzeniem 1223/2009/WE. Sktadniki regulowane
rozporzadzeniem 1223/2009/WE zostaty uzyte zgodnie z wymogami rozporzadzenia.
Oceniajac profil toksycznosci zastosowanych sktadnikow, ich strukture chemiczng i histori¢
bezpiecznego stosowania, stwierdza sig, ze nie ma prawdopodobnych zagrozen bezpieczenstwa
wynikajacych z normalnego stosowania tego produktu, jesli jest on stosowany zgodnie z
zaleceniami lub w przewidywalnych warunkach stosowania.

Na podstawie oceny bezpieczenstwa dla zdrowia czlowieka gotowego produktu, jego sktadu,
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budowy chemicznej oraz poziomu narazenia stwierdza si¢, ze recepture produktu uznaje si¢ za
bezpieczng W stosowaniul.

Ponadto producent oswiadcza, ze produkt bedacy przedmiotem niniejszego raportu zostat
wykonany zgodnie z systemem jakosci GMP na podstawie normy PN-EN ISO 22716, nie byt
testowany na zwierzetach zgodnie z art 18 rozporzadzenia 1223/2009/WE oraz nie zawiera
substancji CMR kategorii 1A, 1B oraz 2 zgodnie z rozporzadzenia 1272/2008/WE

2. Ostrzezenia i instrukcje stosowania umieszczone na etykiecie

Dodatkowe informacje na etykiecie wynikajace z wytycznych art 19 rozporzadzenia
1223/2009/WE i obecnosci okreslonych sktadnikow nie sg wymagane.
Zalecane jest aby produkt przechowywany byt w temperaturze pokojowej z dala od zrodet

$wiatla i ciepta.

3. Rozumowanie

Kosmetyk bedacy przedmiotem oceny bezpieczenstwa SERUM nawilzajace do twarzy
YARROWIA AKG zawierajace filtrat Yarrowia lipolytica to nawilzajaco-tagodzaca
delikatna formuta, stworzona specjalnie dla regeneracji bariery hydrolipidowej oraz tagodzenia
suchej i podraznionej skory podczas leczenia dermatologicznego izotretynoing (deklaracja
producenta).

W trakcie badan potwierdzono stabilnos¢ fizykochemiczng gotowego produktu, jego
kompatybilnos¢ z opakowaniem, oraz oszacowano termin trwatosci kosmetyku.

Zastosowane do otrzymania masy kosmetycznej sktadniki zostaty uzyte w dozwolonych
stezeniach i warunkach stosowania okreslonych w rozporzadzeniu 1223/2009/WE.
Potwierdzono czysto$¢ mikrobiologiczng gotowego produkiu oraz skuteczno$¢ uktadu
konserwujacego.

Dokonano oceny ryzyka na podstawie analizy dostepnych danych, profilu toksycznosci
poszczegdlnych  sktadnikow, w uzasadnionych przypadkach wyznaczono margines
bezpieczenstwa.

Dla sktadnikow, dla ktorych dostgpna byla wartos¢ toksycznosci systemowej PODsys
wyznaczono margines bezpieczenstwa. We wszystkich przypadkach MoS byt wartoscia
wiekszg niz 100.

Oceny toksykologicznej sktadnikow zawartych w produkcie kosmetycznym (zat. 1) dokonano
na podstawie danych zawartych w:

- karcie charakterystyki poszczegolnych substancji
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- bazie ECHA

- bazie o sktadnikach kosmetycznych CIR

- opinii SCCS

- bazie danych FDA.

Ponadto gotowy produkt przebadano pod katem wtasciwos$ci draznigcych i uczulajgcych oraz
badaniom aparaturowym i aplikacyjno-uzytkowym potwierdzajac jego bezpieczenstwo oraz

deklarowane przez producenta dziatanie.

4. Kwalifikacje eksperta i zatwierdzenie czesci B

Imie i nazwisko Natalia Saxion

Kwalifikacje Lekarz Medycyny, Safety Assessor 2599518

Adres: ul. Rubiez 46 H, 61-612 Poznan

Telefon: 502 189 324

E-mail: biuro@symbiosis.pl
Zalacznik nr 3

RAPORT BEZPIECZENSTWA PRODUKTU KOSMETYCZNEGO
ZEL do mycia twarzy YARROWIA AKG

Wprowadzajaca do obrotu osoba odpowiedzialna ,,producent’: Symbiosis Sp. z 0.0.
Sporzadzone przez: Ewa Kilian-Pigta Manager Regulatory

Autoryzowane przez: Lekarz Medycyny Safety Assessor Natalia Saxion

Data utworzenia: 1.08.2024 r.

Przygotowany zgodnie z zatgcznikiem | Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady

(WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dotyczacego produktéw kosmetycznych
SPIS TRESCI
CZESC A - Informacje na temat bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. llosciowy i jakosciowy sktad produktu kosmetycznego
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2. Wiasciwosci fizyczne/chemiczne oraz stabilnos¢ produktu kosmetycznego
3. Jakos¢ mikrobiologiczna

4. Zanieczyszczenia, ilosci sladowe, informacje o materiale z ktorego wykonano opakowanie
5. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzie¢ stosowanie

6. Narazenie na dziatanie produktu kosmetycznego

7. Narazenie na dziatanie substancji

8. Profil toksykologiczny substanciji

9. Dziatanie niepozadane i ciezkie dzialanie niepozadane

10. Informacje o produkcie kosmetycznym

CZESC B — Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego

1. Wniosek z oceny

2. Ostrzezenia i instrukcje stosowania umieszczane na etykiecie

3. Rozumowanie

4. Kwalifikacje eksperta i zatwierdzenie czesci B

CZESC A - Informacje na temat bezpieczenstwa produktu kosmetycznego
1. losciowy i jakosciowy sklad produktu kosmetycznego

Za dostarczone informacje dotyczace sktadu jakosciowego i ilosciowego produktu odpowiada

osoba zlecajaca wykonanie raportu.

Producent oswiadcza ze, produkt bedacy przedmiotem niniejszego raportu zostat wykonany i
bedzie produkowany zgodnie z systemem jakosci GMP na podstawie normy PN-EN ISO 22716,
nie byl testowany na zwierzetach zgodnie z art 18 rozporzadzenia 1223/2009/WE oraz nie

zawiera substancji CMR kategorii 1A, 1B oraz 2 zgodnie z rozporzadzenia 1272/2008/WE.
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Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawarto$é w Numer CAS Funkcja
produkcie [%]
Woda Agua DS 7732-18-5 rozpuszczalnik
Yarrowia
lipolytica Ferment
n/a
) ] Filtrate
Filtrat Yarrowia 328-5-7 .
) ) Alpha- 10,0 substancja aktywna
Lipolytica ) ) 127-17-3
Ketoglutaric Acid
) ) 77-92-9
Pyruvic Acid
Citric Acid
7732-18-5
Aqua
D-Panthenol 5,0 81-13-0/16485- | sktadnik aktywny
Panthenol
10-2
Guma ksantanowa Xanthan Gum 1,0 11138-66-2 zagestnik
Pelargonian Polyglyceryl-4
L 10,0 2570327-84-1 | surfaktant
poliglicerylu-4 Pelargonate
Sodium Levulinate 19856-23-6
Lewulinian sodu, .
o Potassium Sorbate | 1,9 246334-61-5 konserwant
Sorbinian potasu
Aqua 7732-18-5
) ) Trisodium
Dibursztynian o .
) Ethylenediamine substancja
trisodowo- T 0,5 178949-82-1
o Disuccinate chelatujaca
etylenodiaminy 7732-18-5
Aqua

Karty charakterystyki surowcow oraz certyfikaty analiz, pozwalaja dokona¢ identyfikacji
substancji, informujg 0 ich wlasciwosciach, obecnosci potencjalnych zanieczyszczen oraz
profilu toksykologicznym. Dostarczone przez producenta karty charakterystyki surowcow

uzytych w gotowym produkcie znajduja si¢ W zatgczniku nr 1.
2. Whasciwosci fizyczne/chemiczne oraz stabilnosé produktu kosmetycznego
e  Wiasciwosci fizyczne/chemiczne gotowego produktu kosmetycznego

Wyglad: przejrzysty zel
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Barwa: jasno - zotta

Zapach: charakterystyczny (stabo wyczuwalny) drozdzowy

pH: 4,95 (przyjety zakres 4,5-5,5)

Lepkos¢: 375,4 mPa*s; 31,3%; SP:L3; RPM:100; T:22,9°C

Gestosé: 0,9565 glem?®

Szczegotowe wyniki przedstawiono w rozdziale Wyniki i dyskusja Tabela 23.
e Stabilnosé¢ gotowego produktu kosmetycznego

Przeprowadzono wstepny test stabilnosci produktu kosmetycznego — 24 godzinny test
temperaturowy. Barwa, zapach, konsystencja nie ulegly zmianie. Badanie prowadzono w
zakresach temperatur 4°C, 20°C i 40°C. Pomiary wykonano w temperaturze pokojowej, w 22°C.
Nastepnie wykonano test wiréwkowy, poddajac produkt wirowaniu przez 3 min, 2000 obr/min.
Wynik: nie zaobserwowano rozwarstwiania faz.

Badany produkt kosmetyczny poddano ocenie stabilno$ci w czasie i w roznych warunkach
temperaturowych. Badania prowadzono przez 12 tygodni w temperaturze 4°C, 20°C i 37°C,
analizujac parametry formulacji po 2, 4, 8 i 12 tygodniach od rozpoczecia testu. Wyniki oceny
wykazaty obnizenie lepkos$ci formulacji po 4,8 i 12 tygodniach przechowywania w temperaturze
37°C (Rozdziat Wyniki i dyskusja Tabela 33).

e Termin trwalos$ci produktu kosmetycznego wyznaczono na 24 miesiace od daty

produkcji.

Termin trwatosci okreslono na podstawie sktadu gotowego produktu, przewidywanego czasu

zuzycia przez uzytkowanika i wynikow testow stabilnosci.

3. Jakos¢ mikrobiologiczna

e Jakos$¢ mikrobiologiczna surowcéw kosmetycznych
Dostarczone przez producenta karty charakterystyki surowcow kosmetyzcnych nie wzbudzaja
zastrzezen pod katem czystosci mikrobiologicznej. Dla surowcow z niskim ryzykiem
mikrobiologicznym nie przeprowadzono oceny. Pozostatle surowce spehlniaja wymagania

mikrobiologiczne, co umozliwia ich zastosowanie w produkcji kosmetyku.
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e Jakosé mikrobiologiczna gotowego produktu kosmetycznego

Produkt spetnia wymagania jakosciowe i ilosciowe dotyczace czystosci mikrobiologicznej dla
produktu kosmetycznego. Badanie jakosci mikrobiologicznej formulacji nie wykazato wzrostu
drobnoustrojow w badanej probece. Zgodnie z normg PN-EN 1SO 17516:2014-11 produkt typu

zel do mycia twarzy spetnia kryterium kategorii | czystosci mikrobiologicznej.
Wyniki przedstawiono w rozdziale Wyniki i dyskusja pkt. 5, Tabela 30 .

Wyniki testu konserwacji zostaty natomiast przedstawione w rozdziale Wyniki i dyskusja pkt.
4 Tabela 27. potwierdzaja skutecznos$¢ zastosowanej subsatncji konserwujacej i zabezpieczaja

formulacj¢ przez wzrostem niepozadanych grup drobnoustrojow.

4. Zanieczyszczenia, ilosci §ladowe, informacje o materiale z ktérego wykonano

opakowanie
e Zawartos¢ sladowych ilosci substancji niedozwolonych
Wyniki rozdziat Wyniki i dyskusja Tabela 24 .

Ze wzgledoéw technicznych uniknigcie zanieczyszczen $ladowych jest niemozliwe. Nie sg
spodziewane inne zanieczyszczenia i sladowe ilosci substancji niedozwolonych, ktére moga
wplynaé na bezpieczenstwo produktu. Zgodnie z rozporzadzeniem 1223/2009/WE dopuszczone
jest zastosowanie tych sktadnikow.

e Informacje o materiale z ktérego wykonano opakowanie

Rodzaj opakowania Dostawca

butelka PP n/a
200 ml z pompka dozujaca

Mozliwe zastosowanie opakowania do celéw spozywczych nie wnosi zastrzezen do jego
stosowania w produkcie kosmetycznym, a potencjalne migracje substancji lub niestabilnos$ci

mogace wplywac na bezpieczenstwo produktu nie sg spodziewane.

Przeprowadzono test kompatybilnosci masy z opakowaniem. Wyniki badan kompatybilnosci

masy z opakowaniem podczas testow starzeniowych wykazaty brak interakcji pomi¢dzy masa i
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opakowaniem. Nie zmienita si¢ posta¢, barwa oraz zapach prob masy kremu. Opakowanie

rowniez nie ulegto deformacji, nie zmienito barwy oraz nie stracito szczelnosci.
5. Normalne i dajace si¢ racjonalnie przewidzieé¢ stosowanie
Zel do mycia twarzy YARROWIA AKG zawierajacy filtrat Yarrowia lipolytica

Sposob uzycia: Nanie$ niewielkg ilo$¢ produktu na dtonie zwilzone ciepta woda. Dokladnie

umyj twarz i okolice oczu. Jesli zmywasz makijaz, opcjonalnie powtorz czynnos$¢ dwukrotnie.

6. Narazenie na dzialanie produktu kosmetycznego

Miejsce zastosowania twarz

Powierzchnia aplikacji (1) (2) 565 cm?

Ilos¢ zastosowanego produktu 5 g/ dzien wg SCCS

Czas trwania i czestos¢ stosowania 2.14 raza na dzien wg SCCS
Populacja docelowa i narazona osoby doroste

Waga ciata dorostych 60 kg

Faktor retencji 0,10

(1) wedtug wytycznych SCCS/1628/21
(2) Wedtug wytycznych RIVM report 320104001/2006

Produkt przebadano dermatologicznie pod katem wtasciwosci draznigcych i uczulajacych,

whniosek z badan znajduje si¢ w sekcji 10 niniejszego raportu.

7. Narazenie na dzialanie substancji niepozadanych

¢ Obliczenie marginesu bezpieczenstwa

Zgodnie z wytycznymi SCCS/1628/21 oraz wykorzystujac dostgpne dane producentow
substancji, opinie komitetow naukowych oraz dostgpne bazy danych toksykologicznych

obliczono margines bezpieczenstwa.

Dzienna ekspozycja na produkt wynosi:
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Eprodukt: 8,33 mg/kg bw/dzien

Dawke narazenia ogolnoustrojowego dla sktadnikoéw wyrobu obliczono ze wzoru:

SED :Eproduk

gdzie:

C — maksymalne stezenie sktadnika w produkcie

t(mg/kg bw/dzien) x C (%)/100 x DAp(%06)/100

DAp — absorpcja przeznaskorkowa; jezeli jest nieznana przyjmuje si¢ 50%

Margines bezpieczenstwa stosowania

MoS= PODS

yS/SED

Maksymalne
mozliwe stezenie

SKELADNIKI WG skladnika w Absorpcja przez SED MoS
INCI gotowym skore (%0)
produkcie (%)
ds 100 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, stanowi gtowna
Aqua . .
sktadowa organizmu cztowieka
Yarrowia lipolytica Toksyczno$¢ nie jest przewidziana. Substancja bogata w
) 9,8 ) : <
Ferment Filtrat aminokwasy, kwasy organiczne i biatka.
Alpha-Ketoalutaric Nie dotyczy, substancja wystepuje naturalnie w organizmie
P Aci dg 1,42 cztowieka. W obecnym stezeniu nie wykazuje dziatania
toksycznego.
100, moze by¢ Wystepuje naturalnie w organizmie
. . promotorem . . U
Pyruvic Acid 0,123 L czlowieka, w uzytym stezeniu jest
przenikania :
bezpieczny w produktach kosmetycznych
Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
Citric Acid 0,021 jest jako GRAS. Szeroko stosowany w przemysle spozywczym i
farmaceutycznym.
panthenol 3,75 Nie dotyczy, substanqg nle_jest toksyczna, wg FDA zaliczana
jest jako GRAS.
Xanthan Gum 0,5 Nie dotyczy, substancja nie jest toksyczna, wg FDA zaliczana
jest jako GRAS, szeroko stosowana jako dodatek spozywczy.
50, moze by¢
Polyglyceryl-4 10,0 promotorem 0,024 Wedlug dostepnych
L danych toksycznos¢
Pelargonate przenikania

nie jest spodziewana
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50 DNEL 5mk/kg bw/d

Sodium Levulinate 0,57 0,0688 MOS >100
Zastosowano w ilo$ci zgodnej z wymaganiami rozporzadzenia
Potassium Sorbate 0,38 1223/2009/WE. Maksymalne stezenie w gotowym produkcie
0,6%
Trisodium
Ethylenediamine 0,185 Nie dotyczy, substancja nie przenika przez barier¢ naskorkowa
Disuccinate

8. Profil toksykologiczny substancji

Profil toksykologiczny poszczegélnych substancji wchodzacych w  sktad produktu

kosmetycznego oraz dane o zrodtach informacji zawarte sa w zataczniku nr 2.
9. Dzialanie niepozadane i ciezkie dzialanie niepozadane

Poddany ocenie produkt jest dopiero wprowadzany na rynek, nie ma wiec informacji o
jakichkolwiek dziataniach niepozadanych. Po analizie uzytych skladnikow i ich cenie

toksykologicznej dziatania niepozadane nie sg spodziewane.

Zgodnie w wymogiem art. 23 rozp. 1223/2009/WE osoba wprowadzajaca produkt do obrotu ma
obowigzek dokumentowania i zgtaszania dziatania niepozadanego wywotanego przez produkt

kosmetyczny.

W przypadku wystapienia ci¢zkiego dziatania niepozadanego osoba odpowiedzialna za produkt
ma obowigzek powiadomi¢ odpowiednie organy panstwowe. Zakres dzialan o0soby
odpowiedzialnej za rozwigzanie problemu w takim przypadku wskazano w przewodniku—
Wytyczne w sprawie zgfaszania CigzKich dziatan niepozgdanych. Wszelkie informacje na temat
dziatan niepozadanych muszg by¢ aktualizowane i udostepniane 0sobie prowadzacej ocene

bezpieczenstwa W celu zamieszczenia zmian w raporcie bezpieczenstwa.

Wszelkie informacje na temat dziatan niepozadanych musza by¢ aktualizowane i udostgpniane
osobie prowadzacej ocen¢ bezpieczenstwa W celu zamieszczenia zmiana raporcie

bezpieczenstwa.

10. Informacje o produkcie kosmetycznym

* Produkt kosmetyczny przebadano pod katem wiasnosci drazniacych i uczulajacych.

Badania dermatologiczne testy ptatkowe otwarte zostaty przeprowadzone na grupie 20 os6b (w

tym 15 os6b z wywiadem alergicznym). Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan nie
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stwierdzono wtasnosci uczulajacych i draznigcych badanego zelu do mycia twarzy. W dwoch
przypadkach wynik byt watpliwy dla wariantu zelu do mycia twarzy z filtratem. Mimo to
produkt zostat znany jako spetniajacy Kryteria bezpieczenstwa dermatologicznego i zostat
zakwalifikowany do dalszego etapu badan aplikacyjnych na probantach podczas leczenia
izotretynoing. Wynik i opinia nie dotyczy oséb u ktorych wystgpita alergia na ktorykolwiek ze

sktadnikow badanego kosmetyku.

e Testy aplikacyjno-uzytkowych oraz aparaturowe, potwierdzajace deklarowane

dzialanie produktu

Produkt kosmetyczny podano testom aplikacyjno-uzytkowym oraz aparaturowym na grupie 20

probantow celem potwierdzenia deklarowanego przez producenta dziatania.
Wyniki: rozdzial Wyniki i dyskusja punkt 10 i 11, Rysunki: 21, 22 i 23, 24, 25, 26 i 27.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan aplikacyjno-uzytkowych oraz aparaturowych
stwierdzono, ze badany produkt stosowany zgodnie z przeznaczeniem i zaleceniami,

charakteryzuje si¢ deklarowanym dziataniem.

* Analiza potencjalu antyoksydacyjnego - potwierdzenie wlasciwosci w testach in vitro

Wyniki - rozdziat Wyniki i dyskusja pkt. 9, Tabela 43.
CZESC B — Ocena bezpieczenstwa produktu kosmetycznego
1. Whniosek z oceny

Produkt ZEL do mycia twarzy YARROWIA AKG zawierajacy filtrat Yarrovia lipolytica
wprowadzany na rynek przez podmiot odpowiedzialny Symbiosis Sp. z 0.0. poddano ocenie
bezpieczenstwa. Po analizie sktadu produktu, uwzgledniajac normalne i dajace si¢ przewidzie¢
narazenie Stwierdza si¢, ze produkt jest bezpieczny i stosowany zgodnie z zaleceniami

producenta, nie stanowi zagrozenia dla zdrowia i zycia ludzi.

Zastosowane sktadniki oraz ich stezenia w produkcie dopuszczone sa do stosowania w
kosmetykach zgodnie z rozporzadzeniem 1223/2009/WE. Sktadniki regulowane

rozporzadzeniem 1223/2009/WE zostaty uzyte zgodnie z wymogami rozporzadzenia.

Oceniajac profil toksycznosci zastosowanych sktadnikow, ich struktur¢ chemiczng i histori¢
bezpiecznego stosowania, stwierdza sig, ze nie ma prawdopodobnych zagrozen bezpieczenstwa
wynikajgcych z normalnego stosowania tego produktu, jesli jest on stosowany zgodnie z

zaleceniami lub w przewidywalnych warunkach stosowania. Na podstawie oceny
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bezpieczenstwa dla zdrowia cztowieka gotowego produktu, jego sktadu, budowy chemicznej
oraz poziomu narazenia Stwierdza si¢, ze recepture produktu uznaje si¢ za bezpieczng W
stosowaniu;

Ponadto producent oswiadcza ze, produkt bedacy przedmiotem niniejszego raportu zostat
wykonany i bedzie produkowany zgodnie z systemem jako$ci GMP na podstawie normy PN-
EN ISO 22716, nie byt testowany na zwierzetach zgodnie z art 18 rozporzadzenia
1223/2009/WE oraz nie zawiera substancji CMR kategorii 1A, 1B oraz 2 zgodnie z
rozporzadzenia 1272/2008/WE

2. Ostrzezenia i instrukcje stosowania umieszczone na etykiecie

Dodatkowe informacje na etykiecie wynikajagce z wytycznych art 19 rozporzadzenia
1223/2009/WE i obecnosci okreslonych sktadnikow nie sg wymagane.

Zalecane jest aby produkt przechowywany byt w temperaturze pokojowej z dala od zrodet

$wiatla i ciepta.
3. Rozumowanie

Kosmetyk bedacy przedmiotem oceny bezpieczenstwa ZEL do mycia twarzy YARROWIA
AKG to“ultra-delikatny zel do mycia twarzy, stworzony z mysla o0 najbardziej wrazliwej skorze
podczas leczenia dermatologicznego izotretynoing (deklaracja producenta).

W trakcie badan potwierdzono stabilnos¢ fizykochemiczng gotowego produktu, jego
kompatybilnos¢ z opakowaniem oraz oszacowano termin trwatosci kosmetyku.

Zastosowane do otrzymania masy kosmetycznej sktadniki zostaty uzyte w dozwolonych
stezeniach i warunkach stosowania okreslonych w rozporzadzeniu 1223/2009/WE.
Potwierdzono czysto$¢ mikrobiologiczng gotowego produkiu oraz skutecznos¢ uktadu
konserwujacego.

Dokonano oceny ryzyka na podstawie analizy dostgpnych danych, profilu toksycznosci
poszczegdlnych — sktadnikow, w uzasadnionych przypadkach wyznaczono margines
bezpieczenstwa.

Dla skfadnikow, dla ktorych dostgpna byta wartos¢ toksycznosci systemowej PODsys
wyznaczono margines bezpieczenstwa. We wszystkich przypadkach MoS byt wartoscia
wigksza niz 100.

Oceny toksykologicznej sktadnikow zawartych w produkcie kosmetycznym (zat. 1) dokonano
na podstawie danych zawartych w:

- karcie charakterystyki poszczegolnych substancji
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- bazie ECHA

- bazie o sktadnikach kosmetycznych CIR

- opinii SCCS

- bazie danych FDA.

Ponadto gotowy produkt przebadano pod katem wtasciwos$ci draznigcych i uczulajgcych oraz
badaniom aplikacyjno-uzytkowym potwierdzajac jego bezpieczenstwo oraz deklarowane przez
producenta dziatanie.

4. Kwalifikacje eksperta i zatwierdzenie czesci B

Imie i nazwisko Natalia Saxion
Kwalifikacje Lekarz Medycyny, Safety Assessor
Adres ul. Rubiez 46 H, 61-612 Poznan
Telefon 502 189 324
E-mail biuro@symbiosis.pl
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V1 Whnioski

1.Ptyn pofermentacyjny pozyskany w procesie biotechnologicznym z wykorzystaniem drozdzy
z rodzaju Yarrowia sp. i odpadowego glicerolu moze stanowi¢ biofunkcjonalny surowiec

kosmetyczny.

2. Zaréwno ptyn pofermentacyjny (biofrement natywny) jak i filtrat pozbawiony biomasy, moga
stanowi¢ sktadnik funkcjonalny produktéw kosmetycznych takich jak krem do twarzy, serum

do twarzy i zel do mycia twarzy.

3. Zastosowanie biofermentu natywnego i filtratu pozwolito na otrzymanie stabilnych fizyko-

chemicznie i atrakcyjnych organoleptycznie trzech formulacji ksometyczych.

4. Otrzymane formulacje charakteryzuja si¢ wysokim potencjalem antyoksydacyjnym i
wlasciwosciami przecidrobnoustrojowymi, szczegélnie wobec Pseudomonas aeruginosa i

Staphylococcus aureus.

5. Formulacje kosmetyczne zardwno te z biofermentem natywnym jak i filtratem nie wykazuja

dziatania draznigcego i otrzymaty pozytwywne oceny potencjalnych uzytkownikow.

6. Wszystkie opracowane formulacje przyczynily si¢ do poprawy takich parametrow skory jak

poziom nawilzenia, pH, elastyczno$¢ jak i TEWL.
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