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WYKAZ SKROTOW

SKROT ROZWINIECIE SKROTU
Azjatykozyd
LVA Atopowe zapalenie skory
CFU Jednostki tworzace kolonie
CITES Convention of International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora;

Konwencja o mi¢dzynarodowym handlu dzikimi zwierzetami i roslinami gatunkow
zagrozonych wyginigciem

COSMOS Cosmetic Organic Standard; Standardy dla kosmetykow organicznych

(60). ¢ Cyklooksygenaza

CPAI Chemically Processed Agro-Ingredients; Sktadniki przetworzone w procesach
chemicznych

CSR Corporate Social Responsibility; Spoteczna odpowiedzialnos¢ biznesu
Cyklotetrasiloksan

Cyklopentasiloksan

Cykloheksasiloksan

7]

Design for Sustainability; Projektowanie dla zrownowazonego rozwoju
DNCB 2,4-dinitrochlorobenzen
ECHA Europejska Agencja do Spraw Chemikaliow

LS Electrophoretic Light Scattering; Elektroforetyczne rozpraszanie §wiatta
|00 ERUAVS Emulsja typu olej w wodzie
|9 LS ERV/GE Emulsja typu woda w oleju
HPLC High-performance Liquid Chromatography; Wysokosprawna chromatografia

cieczowa

=

Interleukina
International Nomenclature of Cosmetic Ingredients; Miedzynarodowe
nazewnictwo sktadnikow kosmetykow

Inducible Nitric Oxide Synthase; Syntaza tlenku azotu

=
=

Laser diffraction; dyfrakcja laserowa
Madekasozyd
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; Jadrowy czynnik

transkrypcyjny NF kappa B
Natural Moisturizing Factor; Naturalny czynnik nawilzajacy
Punkty procentowe

Substancje trwate, ulegajace bioakumulacji i toksyczne dla srodowiska
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Substancje trwale, mobilne, toksyczne dla srodowiska

Physically Processed Agro-Ingredients; Sktadniki przetworzone w procesach
fizycznych

Reactive Oxygen Species; Reaktywne formy tlenu

The Roundtable on Sustainable Palm Oil; Stowarzyszenie na rzecz
zrownowazonego przetworstwa oleju palmowego

Scientific Committee on Consumer Safety; Komitet Naukowy ds. Bezpieczenstwa

Konsumentow

72
Q

ORAD SCORing AtopicDermatitis; System punktacji oceniajacy stopien nasilenia AZS
SMLS Static Multiple Light Scattering; Statyczne wielokrotne rozpraszanie swiatta
Substances of Very High Concern

Titrated Extract of Centella Asiatica; Miareczkowany ekstrakt z wakroty azjatyckiej
Transepidermal Water Loss; Przeznaskorkowa utrata wody

Tumor Necrosis Factor a; Czynnik martwicy nowotworow

Substancje bardzo trwate 1 wykazujace bardzo duza zdolnos¢ do bioakumulacji
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ZYCIORYS NAUKOWY

W lipcu 2009 roku wukonczytam studia licencjackie z kosmetologii na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, bronigc prace pt. ,,Wptyw promieniowania
ultrafioletowego na wywolywanie i przebieg chordb skory”, wykonang w Katedrze i Klinice
Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Promotorem pracy badawczej byta prof. dr hab.
Magdalena Czarnecka-Operacz.

W pazdzierniku 2009 roku rozpoczetam studia magisterskie z Chemii Kosmetycznej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu. W maju 2011 roku uzyskatam tytut
magistra bronigc prace pt. ,,Badanie uwalniania wybranych sktadnikéw aktywnych z réznych formulacji
kosmetycznych oraz ocena skutecznos$ci dziatania kwasu hialuronowego w testach aplikacyjnych” pod
kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Nowak. Po ukonczeniu studiéw rozpoczetam pracg na stanowisku
technologa w laboratorium badawczo- rozwojowym firmy farmaceutycznej Polfarmex, opracowujac
receptury dermokosmetykow. Przez 9 kolejnych lat bytam zawodowo zwigzana z sektorem badawczo-
rozwojowym przemystu kosmetycznego. Zdobywatam doswiadczenie pracujac na stanowisku
technologa w laboratoriach badawczo- rozwojowych firm kosmetycznych ukierunkowanych na
produkcje dermokosmetykow oraz kosmetykow naturalnych, takich jak Laboratorium Kosmetyczne
AVA oraz Laboratorium Kosmetyczne dr Irena Eris. Opracowatam ponad 500 receptur kosmetykow
pielegnacyjnych (emulsji typu woda w oleju i olej w wodzie, emulsji wielokrotnych, hydrozeli, oleozeli)
oraz myjacych (zele pod prysznic, szampony, ptyny micelarne) zakonczonych wdrozeniem produktow
kosmetycznych na rynek. Stworzytam rowniez od podstaw laboratorium kosmetyczne biorgc udziat w
start’upie dotyczacym opracowania receptur kosmetykoéw spersonalizowanych oraz ich produkcji.
Obecnie pracujg¢ jako kierownik laboratorium badawczo-rozwojowego w Instytucie Badan Kosmetykow
Dr Koziej, zarzadzajac projektami badawczo-wdrozeniowymi realizowanymi na zlecenie firm z sektora
kosmetycznego. Podczas swojej pracy zawodowej bylam prelegentka na licznych sympozjach i
konferencjach branzowych, m.in. Jesiennym Sympozjum Przemystu Farmaceutycznego i
Kosmetycznego, Miedzynarodowej Konferencji Naukowo-Technicznej Przemystu Kosmetycznego,
Konferencji HPCI, Konferencji Beauty Innovations oraz Beauty Forum. Ponadto, jestem autorka
licznych publikacji w czasopismach branzowych, takich jak: Dermatologia Estetyczna, Swiat Przemyshu
Kosmetycznego, Chemia i Biznes, Cosmetic Reporter, Przemyst Farmaceutyczny, a takze na portalu
Biotechnologia.pl.

W 2020 roku rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Chemii UAM, w Zaktadzie Chemii
Stosowanej, realizujac program Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego ,,Doktorat wdrozeniowy”
we wspoltpracy z firma dr Koziej Sp. z 0.0. Sp.k. Jestem autorkg pigciu publikacji z listy czasopism
punktowanych przez MNISW oraz trzynastu wystgpien na konferencjach krajowych oraz

miedzynarodowych.
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PUBLIKACJE WCHODZACE W SKLAD
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

PRACE PRZEGLADOWE

D1

D2

Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, [zabela Nowak, Use of Waste from the Food Industry
and Applications of the Fermentation Process to Create Sustainable Cosmetic Products: A
Review, Sustainability 2024, 16, 2757; https://doi.org/10.3390/sul6072757 (IF=3.3, punkty
MNiSW=100)

Monika Krzyzostan, Izabela Nowak, Saponiny triterpenowe pochodzace z Centella asiatica L.,
Przemyst Chemiczny 2024, 103/4; https://doi.org/10.15199/62.2024.4.3 (IF=0.464, punkty
MNiSW=70).

PRACE EKSPERYMENTALNE

D3

D4

D5

Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, [zabela Nowak, Controlled release of madecassoside
and asiaticoside of Centella asiatica L. origin from sustainable cold-processed topical
formulations, Molecules 2024, 29, 23, 5583; https://doi.org/10.3390/molecules29235583 (IF=4.2,
punkty MNiSW=140)

Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, [zabela Nowak, Wplyw kosmetykow zawierajacych
ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej na wybrane parametry bariery naskérkowej u
chorych na  atopowe zapalenie skoéry, Chemik 2024, 3, 73, 185-1809.
https://doi.org/10.15199/4.2024.3.5

(punkty MNiSW=20).

Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, Izabela Nowak, Skin barrier in atopic dermatitis:

impact of sustainable emollients with Centella asiatica L. bioferment and extract, Journal of

the European Academy of Dermatology and Venereology 2025 (IF=8,5 punkty MNiSW=140)

- wystane do wydawnictwa.

DODATKOWE PUBLIKACJE
W CZASOPISMACH BRANZOWYCH

Monika Krzyzostan, Bez mikroplastikow - aktualny przeglad legislacji,
Chemia i Biznes 2020, 3, 49-51.

Monika Krzyzostan, Trendy anti-aging w 2021 roku,
Chemia i Biznes 2021, 1, 169-170.
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Swiat Przemystu Kosmetycznego 2021, 1, 99-100.

Monika Krzyzostan, Kosmetyk bezpieczny, czy niebezpieczny?,

Swiat Przemystu Kosmetycznego 2021, 4, 74-78.

Monika Krzyzostan, Ochrona skory przed promieniowaniem UV,

Chemia i Biznes 2022, 2, 41-45.

Monika Krzyzostan, Zrownowazony produkt kosmetyczny,
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Swiat Przemystu Kosmetycznego 2022, 3, 114-117.

KONFERENCJE NAUKOWE

KONFERENCJE MIEDZYNARODOWE - WYSTAPIENIA USTNE

L.

Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, Izabela Nowak, Stability of modern and
sustainable cold-processed cosmetic emulsions and gel containing fermented extract from

Centella asiatica L., 10" Polish-Kazakh Meeting. Relationship between chemistry and biology,

Department of Chemistry, Adam Mickiewicz University in Poznan, 26.06.2024, Poznan.

KONFERENCJE KRAJOWE - WYSTAPIENIA USTNE

2. Monika Krzyzostan, Izabela Nowak, Sylwia Chatupniczak, Opracowanie metodyki analizy

wybranych saponin triterpenowych w ekstraktach z wakroty azjatyckiej, Konferencja
Naturalne Surowce Lecznicze i Kosmetyczne, Wydziat Biologii Srodowiskowej, Uniwersytet

Przyrodniczy w Lublinie, 15-16.11.2023, Lublin.

Monika Krzyzostan, Uwalnianie substancji aktywnych z kosmetykéw- jak wplywa na
przenikanie w glab skéry?, Panel dyskusyjny: W glab skéry — innowacyjne technologie i

receptury wspomagajace penetracje skladnikéw aktywnych, Kongres Beauty Forum, 15-17

maja 2021, Warszawa.
Monika Krzyzostan, Zro6wnowazony rozwoj w projektowaniu produktéw kosmetycznych,

11. Kongres Swiata Przemystu Kosmetycznego, 16-17 listopada 2021, Warszawa.

Monika Krzyzostan, Panel dyskusyjny: Peelingi chemiczne o wielokierunkowym dzialaniu

w terapii skor problematycznych - Moderator, Kongres Beauty Forum, 23-24 kwietnia 2022,

Nadarzyn k. Warszawy.
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ABSTRAKT W JEZYKU POLSKIM

Zaproponowane przez Komisje Europejska polityki Zielonego Ladu, takie jak gospodarka
zeroemisyjna oraz w obiegu zamknigtym, spowodowaly wzrost zapotrzebowania na tworzenie
zrownowazonych produktéw kosmetycznych, ktérych cykl zycia w znacznie zredukowanym stopniu
oddzialuje na $rodowisko. Na zalozenia Zielonego Ladu w duzej mierze odpowiadaja standardy
COSMOS dla kosmetykoéw naturalnych i1 organicznych, stanowigce catosciowe, kompleksowe
spojrzenie na proces wytwarzania kosmetyku. Jednocze$nie brakuje na rynku specjalistycznych
dermokosmetykow przeznaczonych do pielegnacji skory atopowej, zawierajacych sktadniki aktywne
pochodzenia naturalnego o dziataniu potwierdzonym badaniami naukowymi, stworzonych w duchu
zrownowazonego rozwoju. Ze wzgledu na opisany w literaturze wielokierunkowy mechanizm dziatania
saponin triterpenowych zawartych w wakrocie azjatyckiej (Centella asiatica L.), roslina ta moze
wykazywa¢ duzy potencjat w hamowaniu proceséw zapalnych zachodzacych w skoérze osob chorych na
atopowe zapalenie skory (AZS), co zostato juz potwierdzone w badaniach in vivo na modelach mysich.
Ponadto, proces fermentacji ros$liny pozwala na otrzymanie surowca o dziataniu postbiotycznym, ktory
moze wspomagaé przywrocenie rownowagi mikrobiomu skory atopowe;.

Glownym celem prowadzonych badan bylo opracowanie zoptymalizowanej technologii
wytwarzania pi¢ciu naturalnych produktéw dermokosmetycznych zgodnych ze standardami COSMOS,
opartych na dziataniu emolientow oraz ekstraktu i biofermentu otrzymanych z lisci wakroty azjatyckiej,
przeznaczonych do pielegnacji skory atopowej, a takze potwierdzenie skuteczno$ci ich dziatania w
testach in vivo. Trzy sposréd pigciu opracowanych produktéw byly przedmiotem przedtozonej pracy
doktorskie;j.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie spdjnego tematycznie cyklu artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych z listy MNiSW. W artykule przegladowym D1 opisano
zatozenia Zielonego Ladu i sposoby jego wdrazania w przemysle kosmetycznym. W nawigzaniu do
gospodarki o obiegu zamknigtym ukazano aspekt upcyklingu odpadéw pochodzacych z przemyshu
spozywczego, a takze metody ekstrakcji oraz biofermentacji stuzace do ich przetwarzania na
zrownowazone surowce kosmetyczne. W artykule przegladowym D2 opisano wlasciwosci,
zastosowanie oraz budowe saponin triterpenowych wyizolowanych z lisci wakroty azjatyckiej, tzn.
madekasozydu, azjatykozydu, kwasu madekasowego i kwasu azjatykowego. W publikacji
eksperymentalnej D3 przedstawiono ocene S$rodowiskowa surowcow oraz zoptymalizowany,
niskoenergetyczny proces wytwarzania podlozy kosmetycznych tj. emulsji typu w/o, o/w oraz zelu.
Opisano badania stabilnosci otrzymanych podtozy, a takze szczegélowo omowiono profile uwalniania
madekasozydu i azjatykozydu w zaleznos$ci od ich stezenia, rodzaju podloza oraz pH ptynu
akceptorowego. W tym celu przeanalizowano mechanizmy uwalniania w oparciu o cztery modele

kinetyczne. Natomiast w publikacjach eksperymentalnych D4 i D5 opisano wyniki badan in vivo nad
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skutecznoscig dziatania trzech produktéw dermokosmetycznych na skore atopowa, ktorych formulacje
zostaty opracowane na bazie otrzymanych wczesniej podtozy.

W toku prowadzonych badan zoptymalizowano proces technologiczny otrzymywania emulsji
w/o, o/w oraz zelu, dazac do zmniejszenia $ladu weglowego w Srodowisku. Zbadano parametry
fizykochemiczne oraz potwierdzono stabilno$¢ formulacji z wykorzystaniem technik dyfrakcji
laserowej (LD), elektroforetycznego rozpraszania $wiatta (ELS) oraz statycznego wielokrotnego
rozpraszania $wiatta (SMLS). Potwierdzono stabilno$¢ madekasozydu i azjatykozydu w podtozach
kosmetycznych za pomocag HPLC. Na podstawie profilu uwalniania madekasozydu i azjatykozydu
wybrano optymalny rodzaj nosnikow wiasciwych dla skory atopowej i opracowano formulacje balsamu
do ciata, kremu do rgk oraz kremu do twarzy. Skuteczno$¢ ich dzialania na skoére potwierdzono w
randomizowanych, pojedynczo =zaslepionych, kontrolowanych badaniach in vivo z udzialem

ochotnikow z AZS.
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ABSTRAKT W JEZYKU ANGIELSKIM

The Green Deal policies proposed by the European Commission, such as the circular economy
and zero emissions, have led to an increase in demand for the creation of sustainable cosmetic products
with a significantly reduced impact on the environment. The assumptions of the Green Deal are met by
the COSMOS standards for natural and organic cosmetics, providing a holistic and comprehensive view
of the cosmetic manufacturing process. Simultaneously, on the market lacks specialist dermocosmetics
intended for the care of atopic skin, containing active ingredients of natural origin with effects confirmed
by scientific research and created in the spirit of sustainability. Due to the multidirectional mechanism
of action of triterpene saponins from Centella asiatica L., described in the literature, this plant can
demonstrate a great potential in inhibiting inflammatory processes that occur on the skin of people with
atopic dermatitis (AD), as it has been confirmed in in vivo studies on mouse models. In addition, the
plant fermentation process allows the production of a raw material with a postbiotic effect supporting
the restoration of the balance of the atopic skin microbiome.

The main objective of the research was to develop an optimized technology for the production
of three natural dermocosmetic products compliant with the COSMOS standards, based on the
emollients and an extract and bioferment obtained from the leaves of Centella asiatica L., intended for
the care of atopic skin, as well as to confirm the effectiveness of their action by in vivo tests. Three of
the five developed products were the subject of the submitted dissertation.

The doctoral dissertation was prepared in the form of a coherent series of articles published in
scientific journals from the list of the Ministry of Science and Higher Education. The review article D1
describes the assumptions of the Green Deal and the methods of its implementation in the cosmetics
industry. In reference to the circular economy, the upcycling of waste from the food industry was
presented, as well as extraction and biofermentation methods for their processing into sustainable
cosmetic raw materials. The review article D2 shows the properties, application, and structure of
triterpene saponins isolated from the leaves of Centella asiatica L, such as madecassoside, asiaticoside,
madecassic acid, and asiatic acid. The experimental publication D3 presents an environmental
assessment of raw materials and an optimized, low-energy process for the production of various
cosmetic supports, namely: w/o, o/w emulsions and gel. The stability studies of the obtained supports
are described, and the release profiles of madecassoside and asiaticoside are discussed in detail with a
reference to their concentration, type of the cosmetic support, and pH of the acceptor fluid. The release
mechanisms were analyzed based on four kinetic models. In the experimental publications D4 and D5,
the results of in vivo studies on the effectiveness of dermocosmetic products in atopic skin, the
formulations of which were developed based on previously obtained cosmetic supports, are described.

During the studies, the technological process of obtaining w/o, o/w emulsions and gel was
optimized, aiming at reducing the carbon footprint in the environment. Physicochemical parameters

were examined and the stability of formulations was confirmed using laser diffraction (LD),
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electrophoretic light scattering (ELS), and static multiple light scattering (SMLS) techniques. The
stability of madecassoside and asiaticoside in cosmetic supports was confirmed by HPLC. Based on the
release profile of madecassoside and asiaticoside, the most optimal carriers matched to the needs of
atopic skin were selected and formulations of body lotion, hand cream, and face cream were developed.
Their effectiveness on the skin was confirmed in randomized, single-blind and placebo-controlled in

vivo studies with the participation of volunteers with AD.
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STRESZCZENIE PRACY

Zaproponowany w 2019 roku przez Komisj¢ Europejska oraz rekomendowany do wdrozenia
Zielony tad spowodowal wzrost zapotrzebowania na tworzenie zroéwnowazonych produktow
kosmetycznych, ktorych caty cykl zycia w znacznie zredukowanym stopniu oddziatuje na §rodowisko.
Na zatozenia Zielonego t.adu w duzej mierze odpowiadaja standardy COSMOS (ang. Cosmetic Organic
Standard) dla kosmetykéw naturalnych i organicznych, zgodnie z ktérymi certyfikuja uznane jednostki
certyfikujace, do ktorych nalezy Ecocert. Jednoczesnie brakuje na rynku specjalistycznych
dermokosmetykow przeznaczonych do pielggnacji i wspomagania leczenia skory atopowe;,
zawierajacych sktadniki aktywne pochodzenia naturalnego o dziataniu potwierdzonym badaniami
naukowymi, stworzonych w duchu zrownowazonego rozwoju. W obecnych na rynku produktach
dedykowanych skorze atopowej dominujg oleje mineralne, takie jak parafina i wazelina, ktore nie sa
akceptowane przez szerokie grono konsumentéow. Ponadto, metody otrzymywania tychze sktadnikow
nie sg zgodne z zasadami Zielonej Chemii, przez co pozostawiaja §lad weglowy w srodowisku.

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest przewlekla, nawrotowa, zapalng chorobg skory, ktdéra
rozpoczyna si¢ zazwyczaj we wczesnym dziecinstwie i czesto utrzymuje w wieku dorostym, lub
powstaje de novo. Charakteryzuje si¢ wystgpowaniem silnego $wiadu, duzej suchosci skory oraz typowo
umiejscowionych zmian rumieniowych i grudkowo-ztuszczajacych, ktore czesto przybierajg postac
saczacych strupéw. Schorzenie stanowi powazny problem dla os6b chorych, w tym dzieci, niekorzystnie
wplywajac na jako$¢ zycia pacjentow oraz ich rodzin. Z tego powodu poszukiwanie nowych substancji
oraz opracowywanie skutecznych preparatow, bedacych alternatywa dla dostepnych na rynku
produktéw zawierajacych syntetyczne skladniki jest bardzo istotne, zarowno z perspektywy
wspomagania leczenia AZS oraz perspektywy pro-Srodowiskowe;.

Gléwnym celem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pt.
Opracowanie nowej linii dermokosmetykéw naturalnych i biodegradowalnych, zgodnych z
zasadami zréwnowazZonego rozwoju oraz wymaganiami Ecocert/COSMOS, przyjaznych
srodowisku i skérze bylo opracowanie zoptymalizowanej technologii wytwarzania pieciu naturalnych
produktéw dermokosmetycznych opartych o dzialanie emolientow oraz substancji aktywnych
pochodzacych z ziela wakroty azjatyckiej (Centella asiatica L.), przeznaczonych do kompleksowej
pielegnacji skory atopowej oraz potwierdzenie skuteczno$ci ich dziatania w testach in vivo. W toku
badan opracowano formulacje oraz procesy technologiczne wytwarzania kremu do twarzy, kremu do
rak, balsamu do ciata, emulsji do mycia ciata oraz olejku do demakijazu.

Pierwszy rodzaj zastosowanej optymalizacji dotyczyt sktadnikow receptur i obejmowat ocene
profilu srodowiskowego zastosowanych surowcow uwzgledniajacg zrodia ich pochodzenia, metody
przetwarzania, stopien biodegradowalnos$ci oraz toksycznos$ci dla organizmow wodnych. Istotne byto
roéwniez zminimalizowanie ilosci odpadow powstajagcych w innych gateziach przemystu, gldéwnie w

przemysle spozywczym oraz drzewnym. W zwigzku z tym, w pracy wykorzystano surowce pochodzace
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z upcyklingu odpadow po produkcji sokow, oliwy z oliwek, oleju sojowego, czy papieru. Proces
tworzenia receptur dermokosmetykow zaprojektowano w oparciu o nastgpujace wytyczne:

*  90% wszystkich sktadnikéw w recepturze kazdego produktu ma biodegradowalno$¢ na poziomie
co najmniej 60% zgodnie z wytycznymi OECD dotyczacym testow biodegradacji nr 301 w
srodowisku tlenowym i wodnym;

= 50% sktadnikow receptury otrzymywanych jest w wyniku proceséw fizycznych, takich jak np.
ekstrakcja, wyciskanie, maceracja, ktore nie oddziatuja negatywnie na srodowisko;

= 50% sktadnikow receptury otrzymywanych jest w procesach chemicznych zgodnych z zasadami
Zielonej Chemii, lub w procesach biotechnologicznych;

= 10 % surowcow w recepturze pochodzi z upcyklingu;

= wykorzystanie surowcow otrzymanych w procesach fermentacji z uzyciem mikroorganizmow;

=  surowce uzyte w recepturach nie sa toksyczne dla organizmow wodnych (weryfikacja
toksycznosci na podstawie informacji zawartych w karcie charakterystyki surowca
kosmetycznego);

» ecliminacja z receptur silikonow oraz olejéw mineralnych i zastgpienie ich emolientami
pochodzenia naturalnego;

= eliminacja z receptur drobin mikroplastiku.

Drugi etap optymalizacji dotyczyt procesu technologicznego, ktérego celem bylo zmniejszenie
zuzycia energii oraz wody podczas wytwarzania produktow dermokosmetycznych poprzez
przeprowadzenie procesu emulgowania na zimno, bez koniecznosci podgrzewania sktadnikow faz
emulsji. Konwencjonalne emulsje kosmetyczne wykonywane sg w procesie na gorgco (75-80°C),
natomiast dzieki optymalizacji proces technologiczny przebiegal w temperaturze 25°C, co pozwolito na
znacznie mniejsze zuzycie energii elektrycznej w porownaniu z konwencjonalnym procesem
technologicznym. Ponadto, proces na zimno wspierat stabilno$¢ sktadnikow fazy olejowej emulsji,
takich jak naturalne oleje i masta, a takze sktadnikow aktywnych zawierajacych triterpeny i polifenole,
ktore sg podatne na proces utleniania w podwyzszonej temperaturze. Podsumowujac, procesy
technologiczne, zarowno dotyczace wytworzenia sktadnikdéw receptur, jak i metody wytwarzania mas
kosmetycznych przeprowadzone zostaly zgodnie ze standardami COSMOS dla kosmetykow
naturalnych oraz z zasadami Zielonej Chemii, niwelujac ilos¢ zuzytej energii, wody 1 wytworzonych
odpadow, minimalizujac tym samym $lad weglowy w srodowisku.

Kolejnym etapem prac nad przygotowaniem formulacji dermokosmetykow byto wprowadzenie
do receptur surowcow aktywnych otrzymanych z ziela wakroty azjatyckiej. Pierwszym z nich byt
ekstrakt o optymalnej zawarto$ci madekasozydu (M) i azjatykozydu (A)-saponin triterpenowych o
dziataniu  przeciwzapalnym, immunomodulujagcym, antyoksydacyjnym,  antybakteryjnym,
przyspieszajacym gojenie si¢ ran oraz pobudzajacym fibroblasty do syntezy kolagenu, ktory zostat

wybrany na podstawie analizy sktadu ekstraktow dostepnych na rynku surowcow kosmetycznych.
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Drugim surowcem, stanowigcym element innowacji, byt bioferment otrzymany na drodze fermentacji
ro$liny z uzyciem bakterii Lactobacillus reuteri, ktdry poza substancjami aktywnymi pochodzacymi z
wakroty azjatyckiej zawierat lizaty oraz produkty metabolizmu bakterii L. reuteri wykazujace dziatanie
postbiotyczne, przywracajace rOwnowage mikrobiomu skory atopowej. W celu identyfikacji zawartos$ci
madekasozydu i azjatykozydu w powyzszych surowcach opracowano i zwalidowano metode
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem UV-VIS.
Przygotowane formulacje dermokosmetykow zostaly poddane badaniom:

= fizykochemicznym;

= stabilno$ci w zmiennych warunkach temperaturowych: 4 °C, 45 °C, -5 °C < 45 °C;

= czystosci mikrobiologicznej;

= skuteczno$ci dziatania konserwantu (test obcigzeniowy, challenge test);

= dermatologicznym (skoérnym testom ptatkowym pototwartym);

= aplikacyjno-aparaturowym in vivo potwierdzajagcym skuteczno$¢ dziatania produktéw na skore

atopowa.

Pozostale prace badawcze byty zaprojektowane indywidualnie dla kazdego produktu lub grupy

produktéw (dermokosmetyki pielggnacyjne oraz dermokosmetyki myjace).

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie spdjnego tematycznie cyklu artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych, w ktorych przedtozono wyniki badan dla trzech sposrod
pigciu opracowanych produktéw dermokosmetycznych: balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu do
twarzy. W pracach przegladowych opartych na dostgpnych materiatach literaturowych opisane zostaty
zatozenia Zielonego Ladu oraz sposoby jego wdrazania w przemysle kosmetycznym, podano definicje
zrownowazonego produktu kosmetycznego na podstawie planowania catego cyklu zycia produktu oraz
w oparciu o kryteria jednostek certyfikujacych i norme ISO 16128. W nawigzaniu do gospodarki o
obiegu zamknietym przedstawiono aspekt upcyklingu odpadéw pochodzacych gtownie z przemystu
spozywczego, takich jak skorki, pestki i pulpa z owocoéw i warzyw, serwatka z mleka, muszle oraz
fragmenty pancerzy skorupiakow, a takze metody ekstrakcji oraz biofermentacji stuzgce do ich
przetwarzania na zrownowazone surowce kosmetyczne [D1]. W drugiej pracy przegladowej [D2]
opisano wlasciwosci terapeutyczne, zastosowanie oraz budowe saponin triterpenowych wyizolowanych
z ziela wakroty azjatyckiej, takich jak madekasozyd, azjatykozyd, kwas madekasowy oraz kwas
azjatykowy. Biorac pod uwage szeroko opisany w literaturze wielokierunkowy mechanizm dzialania
saponin triterpenowych zawartych w wakrocie azjatyckiej ro$lina wykazuje duzy potencjat w
hamowaniu proces6w zapalnych zachodzacych w skorze osob chorych na AZS. Jednak dotychczas
preparaty do stosowania miejscowego zawierajace ekstrakt, lub triterpeny wyizolowane z ro$liny nie
byly badane w testach in vivo z udzialem pacjentow cierpigcych na atopowe zapalenie skory. Z tego
powodu Centella asiatica L. zostata wybrana do dalszych badan eksperymentalnych, ktorych wyniki

przedstawiono w publikacjach D3, D4 i D5. Na podstawie przeprowadzonych badan kontrolowanego
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uwalniania madekasozydu (M) i azjatykozydu (A) z réznego rodzaju formulacji kosmetycznych jako
no$nikdéw otrzymanych w procesie na zimno: emulsji typu woda w oleju (w/0), emulsji typu olej w
wodzie (o/w) oraz zelu oceniono wptyw rodzaju podtoza kosmetycznego, stezenia substancji aktywnych
oraz pH plynu akceptorowego na profil i kinetyke uwalniania substancji [D3]. Oznaczono ilo§ciowo za
pomoca HPLC madekasozyd i azjatykozyd uwolnione do ptynu akceptorowego. Dokonano
charakterystyki otrzymanych no$nikéw pod wzgledem ich parametréw fizykochemicznych oraz
stabilnosci w podwyzszonych warunkach temperaturowych (45 °C). Za pomocg HPLC potwierdzono
rowniez stabilnos¢ madekasozydu i azjatykozydu w badanych formulacjach przechowywanych w
temperaturze 45°C przez okres 2 miesiecy, a tym samym skuteczno$¢ nosnikow przygotowanych w
procesie na zimno w ochronie substancji aktywnych. Ponadto, oceniono profil rodowiskowy surowcow
uzytych do przygotowania nosnikow, biorgc pod uwage parametry takie jak: zrodlo pochodzenia
surowca z uwzglednieniem aspektu upcyklingu, technologie uzyte do jego otrzymania,
biodegradowalnos¢ oraz toksycznos¢ dla organizmow wodnych [D3]. W kolejnych dwdch pracach
eksperymentalnych [D4 i D5] przedstawiono wyniki badan in vivo przeprowadzonych na grupie 20
dorostych ochotnikow z atopowym zapaleniem skory aplikujacych balsam do ciata, krem do ragk oraz
krem do twarzy dwa razy dziennie przez okres 30 dni [D4- D5]. Badania aplikacyjne poprzedzone byly
wykonaniem testow ptatkowych pototwartych przeprowadzonych pod nadzorem dermatologa na grupie
20 osob posiadajacych skoérg wrazliwa [D5]. Na podstawie kontrolowanych badan randomizowanych,
pojedynczo zaslepionych, oceniono statystycznie istotne rdéznice pomiedzy grupa badana stosujaca
produkty zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej, a grupa kontrolng w wartosciach
mierzonych parametrow skory:

= przeznaskorkowej utraty wody (TEWL, ang. Transepidermal Water Loss) [D4];

= nawilzenia warstwy rogowej naskorka [D5];

= wygladzenia powierzchni (parametr SEsm) [D5];

= szorstko$ci powierzchni (parametr SEr) [D5];

= stopnia ztuszczania naskorka (parametr SEsc) [D5];

= odczynu pH;

"  rumienia.
Zbadano réwniez wptyw stosowania balsamu do ciata na mikrobiom skory ochotnikow cierpigcych na
AZS pordéwnujac ilos$¢ 1 rodzaj bakterii wyizolowanych ze zgigcia lokciowego przed aplikacja balsamu
do ciata oraz po miesigcu jego stosowania.

Wyniki analizy pH skory oraz intensywnos$ci rumienia po zastosowaniu balsamu do ciata, kremu
do rak oraz kremu do twarzy, a takze sktadu mikrobiomu po zastosowaniu balsamu do ciata oraz wyniki
dla produktow dermokosmetycznych przeznaczonych do mycia skory z AZS, tj. emulsji do mycia ciata
oraz olejku do demakijazu nie zostaty opublikowane. Zostaty zamieszczone w rozdziale 8. jako istotny
element wdrozeniowy pracy. Ze wzgledu na to, ze emulsja do mycia ciata i olejek do demakijazu to

produkty splukiwalne, pozostajace na skorze przez bardzo krotki okres czasu, zaniechano badan
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porownawczych pomigdzy probg badana, zawierajaca ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej, a
préba kontrolna, skupiajac si¢ na testach proby badanej. Wykazanie réznic pomiedzy grupa badang i
kontrolng w przypadku produktéw myjacych jest bardzo trudne, gdyz substancje aktywne potrzebuja
dtuzszego kontaktu ze skora, aby zadziata¢ w sposdb statystycznie istotny. Natomiast produkty te sa
bardzo wazng, integralng cze$cia pielegnacji skéry z atopig, poniewaz odpowiednio skomponowana
receptura, zawierajagca surfaktanty o niskim potencjale drazniagcym oraz emolienty i substancje
renatluszczajace nie narusza bariery naskorkowej, a nawet wspiera jej odbudowe, co jest kluczowe w
pielggnacji skory atopowej. Grupa badana, liczaca 10 ochotnikow z atopowym zapaleniem skory
testowata produkt przez okres 14 dni, aplikujac go dwa razy dziennie na skor¢ ciata, a nastgpnie
sptukujac woda. Ocenie poddano nastgpujace parametry skory:

= przeznaskorkowa utrata wody (TEWL);

= nawilZenie warstwy rogowej naskorka;

* pH powierzchni skory;

=  rumien.

Podsumowujac, w toku przeprowadzonych badan przedstawiono proces projektowania
zrownowazonych emulsji typu w/o, o/w, zelu, emulsji myjacej (typu o/w) oraz olejku do demakijazu.
Dzigki opracowaniu metody optymalizacji procesu technologicznego wytwarzania emuls;ji
kosmetycznych mozliwie stato si¢ znaczne zmniejszenie zuzycia energii elektrycznej, a wykorzystanie
surowcOw pochodzacych z upcyklingu pozwolito zredukowacé ilo$¢ odpadéw. Opracowanie i
zwalidowanie metody HPLC do oznaczania zawarto$ci madekasozydu i azjatykozydu w ekstraktach z
wakroty azjatyckiej dostarczyto praktycznego narzedzia dla przemystu kosmetycznego do kontroli
jakos$ci dostaw kazdej partii surowca oraz gotowego produktu kosmetycznego zawierajgcego ekstrakt z
wakroty azjatyckiej. Natomiast oznaczenie profilu i kinetyki uwalniania madekasozydu i azjatykozydu
z r6znego rodzaju no$nikéw do miejscowego stosowania na skore, w warunkach pH odpowiadajacych
wartos$ciami fizjologicznemu pH zdrowej skory (5,8) oraz pH skory atopowe;j (7,4) dostarczyto waznych
informacji na temat najbardziej optymalnego rodzaju no$nika dobranego do potrzeb skory atopowe;.
Badania in vivo przeprowadzone na ochotnikach z AZS potwierdzily, ze produkty emolientowe
zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane we
wspomaganiu leczenia atopowego zapalenia skory oraz poprawi¢ komfort zycia pacjentow. Nowa linia
dermokosmetykow wpisuje si¢ w zapotrzebowanie rynku na skuteczne, naturalne preparaty dla skory

uszkodzonej i atopowej oraz globalng strategi¢ zrOwnowazonego rozwoju.
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I. WSTEP

Projektowanie zrownowazonych produktow kosmetycznych to obecnie nie tylko globalny trend,
ale przede wszystkim odpowiedz na zalozenia europejskiego Zielonego Ladu, ktory stal si¢ bodzcem do
wprowadzenia zmian w wielu sektorach gospodarki, majagc na uwadze znaczne zmniejszenie
oddzialywania dziatalno$ci cztowieka na srodowisko [1]. Unia Europejska wprowadza szereg regulacji
dotyczacych surowcow, systemu produkcji, opakowan, transportu i utylizacji, ktorych celem jest
osiagniecie do 2050 roku gospodarki zeroemisyjnej oraz oddzielenie wzrostu gospodarczego od
zuzywanych zasobow [2]. W przemysle kosmetycznym zalozenia te sa realizowane poprzez stopniowe
wdrazanie dziatan zmierzajacych do gospodarki o obiegu zamknietym oraz zmniejszenia emisji gazéw
cieplarnianych [3]. Wiele z nich skupia si¢ na sprostaniu wymogom recyklowalnos$ci opakowan z
tworzyw sztucznych, ograniczeniu stosowania mikroplastikow oraz zminimalizowaniu masy i objetosci
opakowan kosmetycznych. Jednak istnieje szereg aktywnosci, ktore nalezy podja¢ juz na etapie
projektowania receptury kosmetyku oraz procesu technologicznego [4]. Pierwszym ogniwem majacym
ogromny wplyw na tworzenie zrownowazonego rozwoju w branzy kosmetycznej sg producenci
surowcow, ktorzy moga wdrazac polityke Zielonego Ladu projektujac procesy wytwarzania surowcoOw
zgodne z zasadami Zielonej Chemii, przy uzyciu procesow fizycznych (ekstrakcja, wyciskanie), lub
biotechnologicznych wykorzystujac rosliny pochodzace z kontrolowanych upraw, odpady z innych
galezi przemyshu (upcykling) oraz surowce ze zrédet odnawialnych [5,6]. Bardzo waznym dla
srodowiska aspektem, ktory nalezy zbadac jest biodegradowalnos¢ surowca oraz jego toksycznos¢ dla
organizméw wodnych [7]. Kolejnym ogniwem sg technolodzy, ktérzy dokonujg optymalizacji profilu
srodowiskowego receptury poprzez selekcje surowcow produkowanych w sposdb zréownowazony, a
takze optymalizuja procesy technologiczne wytwarzania mas kosmetycznych [8]. Pomimo, iz niskie
zuzycie energii podczas proceséw produkcyjnych jest niezbedne do zmniejszenia sladu weglowego w
srodowisku i powinno by¢ standardem wdrozonym w przemys$le kosmetycznym, projektowanie
procesOw emulgowania na zimno, bez konieczno$ci podgrzewania sktadnikow, jest duzym wyzwaniem
dla technologoéw i nie jest powszechnie stosowane [9]. Wiekszo$¢ emulgatorow oraz stabilizatorow
emulsji wymaga podgrzania do temperatury 75-80 °C. W zwigzku z tym istnieje rOwniez potrzeba
opracowywania nowych technologii emulgowania na zimno. Procesy niskoenergetyczne niosa liczne
korzys$ci zar6wno ekonomiczne i Srodowiskowe. Ponadto, pozwalaja na mniejsze zuzycie wody,
poniewaz nie jest ona wykorzystywana do ogrzewania faz emulsji [10]. Zielona Transformacja w
przemysle kosmetycznym jest napedzana rowniez przez coraz bardziej §wiadomych konsumentow,
poszukujgcych produktow naturalnych, stworzonych w kontekscie szeroko pojetego zrbwnowazonego
rozwoju, co oznacza trosk¢ o srodowisko, zwierzeta oraz czesto rowniez o ubozszg ludnos¢. Ponadto,
oczekujg oni od producentdw transparentno$ci oraz potwierdzenia jakoSci kosmetyku za pomoca
certyfikatow nadanych przez znane jednostki certyfikujace, do ktorych nalezy Ecocert, weryfikujacy
naturalnos¢ kosmetyku zgodnie ze standardami COSMOS [11]. Certyfikacja kosmetyku pozwala
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odrézni¢ falszywe, lub wprowadzajace w blad komunikaty marketingowe wykorzystujace elementy
ekologicznosci sktadnikow, opakowan oraz zréwnowazonych praktyk wdrozonych w firmie, czyli tzw.
greenwashing, od rzetelnych informacji oraz wypekia luk¢ prawng powstalg na skutek braku
ujednoliconej definicji kosmetyku naturalnego [12]. Wedtug badan konsumenci uwazaja, ze kosmetyki
naturalne sg bezpieczniejsze dla zdrowia od kosmetykéw konwencjonalnych, poniewaz zawierajg mniej
substancji chemicznych, nie wywoluja podraznien skory i alergii, sa skuteczne w dzialaniu oraz
przyjazne dla srodowiska [13]. Ponadto, osobiste preferencje dotyczace unikania w sktadzie kosmetyku
kontrowersyjnych sktadnikow, takich jak silikony, niektore parabeny, syntetyczne barwniki, pochodne
ropy naftowej oraz syntetyczne kompozycje zapachowe, a takze obawy przed ich dzialaniem na
organizm sktaniajg konsumentow do si¢gania po kosmetyki naturalne [13]. Kwestia naturalnosci
kosmetyku nie pozostaje obojetna rowniez dla posiadaczy skory atopowej: 51 % ankietowanych
pacjentow z atopowym zapaleniem skory (AZS) zadeklarowato, ze zawartos$¢ sktadnikéw pochodzenia
ros$linnego w produktach do pielegnacji skory jest dla nich bardzo istotna [14].

Atopowe zapalenie skory jest jedng z najczestszych zapalnych chorob skory o przewlektym i
nawrotowym przebiegu [15]. Na wystapienie choroby sktada si¢ interakcja czynnikdéw genetycznych,
zaburzen ukladu immunologicznego, czynnikéw srodowiskowych oraz dysfunkcja bariery naskérkowe;.
Jednym z charakterystycznych objawow schorzenia jest uporczywy, silny $wiad oraz sucho$¢ skory,
przejawiajaca si¢ nadmiernym zhluszczaniem, szorstko$cig, zaczerwienieniem, pieczeniem i
$ciagnieciem [16]. Zaburzona jest rowniez rownowaga mikrobiomu skory, co powoduje przewage
bakterii patogennych, w szczegdlnosci Staphylococcus aureus, nad komensalnymi. Aby przywrécic
funkcje bariery naskdrkowej niezbedne jest wprowadzenie do pielggnacji skory odpowiednio dobranych
produktéw emolientowych, ktore stosowane kilka razy dziennie, rowniez w okresie remisji choroby
odbudowuja integralno$¢ bariery naskérkowej zmniejszajac sucho$¢, $wiad oraz zapobiegajac
infekcjom skory [17]. Ponadto, celem jest zniwelowanie utrzymujacego si¢ stanu zapalnego, a takze
dziatanie immunomodulujace, co znacznie zmniejsza prawdopodobienstwo progresji choroby i pomaga
osiggng¢ stan remisji [18]. Obecnie na rynku brakuje dermokosmetykdéw przeznaczonych do
kompleksowej pielegnacji skory atopowej, otrzymanych w zrbwnowazony sposob, w procesie na zimno,
ktory nie tylko niweluje zuzycie energii elektrycznej, ale rowniez chroni stabilno$¢ naturalnych olejow
i substancji aktywnych. Zdecydowana wiekszo$¢ produktow rynkowych przeznaczonych dla skory
atopowej oparta jest o emolienty syntetyczne, takie jak oleje mineralne, ktore nie sg akceptowane przez
szerokie grono konsumentéw, a procesy technologiczne otrzymywania zarowno skladnikow, jak i
gotowych produktéw nie wspierajg polityk Zielonego Ladu. Surowce te z powodzeniem mozna
zamieni¢ na sktadniki pochodzace z upcyklingu, ktore posiadajg cenne dla skory wihasciwoscei, a ich
wykorzystanie niweluje ilos¢ odpadow w srodowisku. Brakuje rowniez produktéw certyfikowanych,
ktoére poza emolientami otrzymywanymi zgodnie z zasadami Zielonej Chemii, bedg zawieraty surowce

pochodzenia naturalnego o udowodnionym dzialaniu przeciwzapalnym i immunomodulujacym.
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Dobrym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ wykorzystanie naturalnych ekstraktéw i biofermentdw o
dziataniu przeciwzapalnym oraz postbiotycznym w miejscowej pielegnacji skory atopowe;.

Pomimo, iz wakrota azjatycka (Centella asiatica L.) jest ro$ling znang i stosowang w medycynie
ajurwedyjskiej od okoto 3000 lat w leczeniu ran, blizn, oparzen, tradziku pospolitego, tuszczycy i
bielactwa, a takze wielu chorob ogdlnoustrojowych, nie zostata dotychczas wykorzystana w produktach
do pielggnacji i wspomagania leczenia skory atopowe;j [19]. Jednak, biorac pod uwage wielokierunkowy
mechanizm dziatania saponin triterpenowych zawartych w roélinie, takich jak madekasozyd i
azjatykozyd, ma ona duzy potencjat w hamowaniu stanu zapalnego powstajacego w przebiegu
atopowego zapalenia skory, co zostato potwierdzone w badaniach in vivo na modelach mysich [20,21].

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie pigciu zrownowazonych produktow
dermokosmetycznych, zgodnych =ze standardami COSMOS dla kosmetykow naturalnych,
przeznaczonych do kompleksowej pielggnacji oraz mycia skory atopowej. Misja bylo stworzenie
specjalistycznych produktow wspierajacych leczenie skory z atopig, a jednoczes$nie bezpiecznych dla
srodowiska, stawiajagc na rowni zdrowie ludzi i przyszio$¢ naszej planety. Badania prowadzone w
ramach niniejszej pracy zapoczatkowuja kaskade zmian pro-§rodowiskowych w przemysle
kosmetycznym, a jednoczes$nie dostarczaja istotnych informacji o mozliwosci wykorzystania surowcow
otrzymywanych z lisci wakroty azjatyckiej, tzn. ekstraktu oraz biofermentu, we wspomaganiu leczenia
atopowego zapalenia skory u osoéb dorostych. Ponadto, zaprezentowane wyniki analizy uwalniania
madekasozydu i azjatykozydu umozliwity wybdr najbardziej optymalnych rodzajow nosnikow do
stosowania miejscowego na skore oraz potwierdzily zasadno$¢ ich stosowania zaréwno w
fizjologicznym pH skoéry oraz w podwyzszonym pH skory atopowej. W recepturach kosmetykow
wykorzystano surowce weganskie, biodegradowalne, nietoksyczne dla organizméw wodnych,
otrzymywane w procesach zgodnych z zasadami Zielonej Chemii oraz pochodzace z upcyklingu
odpadow z przemystu spozywczego i1 drzewnego. Optymalizacja procesu produkcyjnego do
niskoenergetycznego zmniejszyta §lad weglowy w Srodowisku. Zastosowane metody wytwarzania
produktéw kosmetycznych wpisujg si¢ w gtdowne polityki Zielonego Ladu, tj. gospodarke o obiegu

zamknietym oraz niskoemisyjng.
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II. CZESC LITERATUROWA

Przedstawiony rozdzial oparty jest o publikacje przegladowe wchodzace w sktad rozprawy

doktorskie;j:

D1 Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, 1zabela Nowak, Use of Waste from the Food Industry
and Applications of the Fermentation Process to Create Sustainable Cosmetic Products: A

Review, Sustainability 2024, 16,2757, doi.org/10.3390/sul6072757 (IF=3.3, punkty MNiSW=100)

D2 Monika Krzyzostan, [zabela Nowak, Saponiny triterpenowe pochodzace z Centella asiatica L.,
Przemyst Chemiczny 2024, 103/4; doi.org/10.3390/sul6072757 (IF=0.464, punkty MNiSW=70).

1. Zrownowazony rozwoj w przemysle kosmetycznym [D1]

Zgodnie z definicjg przyjeta w 1987 roku przez Komisje w Brundtland rozwoj zrbwnowazony
to taki, ktory zaspokaja obecne potrzeby bez uszczerbku dla zdolnosci przysztych pokolen do
zaspokajania ich wlasnych potrzeb [4]. Koncepcja zrownowazonego rozwoju jest pojeciem bardzo
szerokim, obejmujacym wymiar $rodowiskowy, spoleczny i ekonomiczny [1]. Dotyczy ona wielu
sektorow gospodarki, a dlugoterminowy rozwo6j firm bedzie uzalezniony od wdrozonych dobrych
praktyk zmniejszajacych §lad weglowy w §rodowisku [1]. Istnieje wiele dziatan obejmujacych caty cykl
zycia produktu, ktéore moze podja¢ branza kosmetyczna w celu wdrozenia bardziej zréwnowazonej

produkcji i konsumpcji produktow kosmetycznych (rys. 1) [3,5].
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Rysunek 1. Cykl zycia zrownowazonego produktu kosmetycznego [opracowanie wlasne].
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Dziatania te, do niedawna dobrowolne i postrzegane jako trend pro-srodowiskowy, od momentu
ogtoszenia przez Komisj¢ Europejska w 2019 roku polityk Zielonego tadu sukcesywnie przybieraja
forme zobowigzan zwigzanych z nowymi regulacjami dotyczacymi sktadnikow, opakowan, deklaracji
marketingowych oraz wyliczania §ladu weglowego przez przedsiebiorstwa produkcyjne [2]. Gléwnym
celem jest zmniejszenie emisji dwutlenku wegla, zuzycia energii, wody oraz zminimalizowanie ilo$ci
odpadow, czyli gospodarka w obiegu zamknietym [2].

Niniejszy rozdziat oparty jest m.in. o publikacje przegladowg zatytutowang “Use of Waste from
the Food Industry and Applications of the Fermentation Process to Create Sustainable Cosmetic
Products: A Review” [D1], ktéra obejmuje szczegdtowy opis strategii zrOwnowazonego rozwoju
skupiajac si¢ glownie na dzialaniach na rzecz srodowiska podejmowanych w przemysle kosmetycznym.
Uwzgledniono mozliwe formy zaangazowania producentow oraz dostawcow surowcow, technologow,
producentdw opakowan, logistykow planujacych transport gotowego produktu, konsumentow oraz
jednostek rzadowych w proces tworzenia zrownowazonego produktu kosmetycznego, jego dystrybuciji,
uzytkowania i utylizacji. Opisano réwniez strategie zarzadzania firmg majace na uwadze interesy
spoteczne, aspekty srodowiskowe oraz relacje z roznymi grupami interesariuszy, w szczegolnosci z
pracownikami, takie jak model spotecznej odpowiedzialno$ci biznesu (CSR). Ponadto,
scharakteryzowano wybrane metody oceny wptywu produktu kosmetycznego na $rodowisko oraz
raportowania dowodow podjetych inicjatyw na rzecz srodowiska, do ktorych naleza: projektowanie dla
zréwnowazonego rozwoju (DfS) i doglebna analiza catego cyklu zycia produktu kosmetycznego.
Zwrbocono rowniez uwage na polityki Zielonego Ladu podajac przyklady ich wdrozenia przez duze
firmy kosmetyczne. Poréwnano standardy COSMOS (ang. Cosmetic Organic Standard) dla jednostek
certyfikujacych produkty naturalne i organiczne (Ecocert Greenlife, BDIH, Cosmebio, ICEA) z normg
ISO 16128, ktora obecnie wypetnia luke prawng zwigzang z brakiem definicji kosmetyku naturalnego.
W publikacji [D1] skupiono szczeg6lng uwage na aspekcie otrzymywania zrownowazonych surowcow
kosmetycznych, wykorzystujac w tym celu odpady pochodzace z przemystu spozywczego, takie jak
skorki, nasiona, pestki, licie roslin, pulpa z owocow i1 warzyw, pozostatosci po ekstrakcji oleju oraz
wyciskaniu soku, serwatka z mleka, muszle oraz fragmenty pancerzy skorupiakéw. Opisano przyjazne
dla srodowiska procesy przetwarzania odpadow na surowce kosmetyczne, takie jak fermentacja z
wykorzystaniem mikroorganizméw oraz réznego rodzaju metody ekstrakcji: rozpuszczalnikowa-
Soxhleta oraz ptynem nadkrytycznym z wykorzystaniem rozpuszczalnikow gleboko eutektycznych, lub
dwutlenku wegla, ekstrakcja woda podkrytyczng, ekstrakcja enzymatyczna, wspomagana mikrofalami
lub ultradzwigkami. W wyniku tych procesow powstajg surowce o wysokiej wartosci dodanej, bogate
w antyoksydanty, polifenole, bialka, mineraty, witaminy, karotenoidy, lignany, polisacharydy, kwasy
tluszczowe, polimery pochodzenia naturalnego, postbiotyki i inne substancje. Istotnym aspektem
przedstawionym w publikacji sg wlasciwo$ci surowcoéw otrzymanych z upcyklingu oraz ich dziatanie
na skorg: antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antybakteryjne, nawilzajace, przeciwtradzikowe,

przeciwstarzeniowe, rozjasniajagce  przebarwienia  skory, wspomagajace  ochrone  przed
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promieniowaniem UV, wspierajgce mikrobiom skéry, emoliencyjne. Ponadto, surowce te mogg by¢
wykorzystywane jako emulgatory, stabilizatory 1 zagestniki emulsji. Obszerny przeglad literatury
dotyczacy surowcow kosmetycznych otrzymanych z upcyklingu umozliwil selekcje sktadnikdéw

zastosowanych w opracowanych recepturach dermokosmetykow.

1.1. Europejski Zielony Lad

Europejski Zielony Lad to zainicjowany przez Komisje Europejska zbior inicjatyw politycznych,
ktorych celem jest osiggniecie do 2050 roku neutralnosci klimatycznej [2]. Bodzcem do wprowadzenia
zmian byto postepujace globalne ocieplenie oraz zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego. Strategia
walki ze zmiang klimatu jest sukcesywnie przeksztalcana przez Rade oraz Parlament Europejski w
przepisy prawne zobowigzujace panstwa cztonkowskie UE do ich przestrzegania. Jednym z nich jest
Rozporzadzenie o europejskim prawie klimatycznym, obowigzujace od lipca 2021 roku. Gtéwne cele
Zielonego tLadu, dotyczace wszystkich sektorow gospodarki: przemyshu, rolnictwa, energetyki,

transportu, zrownowazonego finansowania to [22-23]:

¢> Gospodarka o obiegu zamknietym
Q\@% Ponowne wykorzystanie produktéw oraz recykling odpaddéw i surowcoéw z nich
& pochodzacych.
Ograniczenie emisji gazéw cieplarnianych o 55 % do 2030 roku

Osiagniecie neutralnosci klimatycznej do 2050 roku poprzez dekarbonizacj¢ procesow

przemystowych oraz tancucha dostaw 1 logistyki, zakup energii odnawialnej,
ograniczenie ilosci odpadow.
Czysty przemyst

Inwestowanie w zielone technologie, minimalizowanie ilo$ci odpadow, zuzycia energii

oraz zasobow naturalnych, neutralno$¢ emisyjna, eliminowanie chemikaliow
toksycznych dla §rodowiska.

Zroéwnowazone rolnictwo

Zwigkszenie udziatu rolnictwa ekologicznego, zminimalizowanie uzycia pestycydow,

nawozow i antybiotykow w celu otrzymania zdrowej zywnosci oraz ochrony przyrody.

Czyste Srodowisko i oceany

Ochrona i odbudowa biordéznorodnosci i ekosystemow wodnych oraz ladowych,

rozszerzenie obecnych obszarow Natura 2000, ograniczenie zanieczyszczenia
powietrza, wody i gleby.

Sprawiedliwo$¢ i réwno$¢ klimatyczna

Zastosowanie mechanizméw sprawiedliwej transformacji poprzez wsparcie finansowe
i techniczne regionéw, gatezi przemysly i pracownikow, dla ktorych przejscie na

gospodarke zeroemisyjna jest najtrudniejsze.
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Z punktu widzenia przemystu kosmetycznego kluczowa polityka Zielonego Ladu jest strategia
chemiczna na rzecz zrbwnowazenia (ang. Chemicals Strategy for Sustainability) wprowadzajaca szereg
zmian w regulacjach dotyczacych chemikaliow stosowanych w kosmetykach, ktérych celem jest
wyeliminowanie substancji toksycznych nie tylko dla konsumentow, ale rowniez dla §rodowiska [24].
Aspekt bezpieczenstwa substancji oraz gotowych produktow dla $rodowiska jest bardzo istotny,
szczegolnie, ze dotychczas klasyfikacja substancji kosmetycznych jako zakazane do stosowania, lub
dopuszczone z ograniczeniami opierata si¢ na ocenie ryzyka i niebezpieczenstwa dla zdrowia ludzkiego.
Komisja Europejska zwrdcita rowniez uwage na fakt kumulowania si¢ stgzen substancji uzywanych w
roznych produktach codziennego uzytku, w tym kosmetykow w $rodowisku, co moze stanowié
zagrozenie. W zwigzku z tym Komisja Europejska dokonala rewizji najwazniejszego dla branzy
kosmetycznej Rozporzadzenia 1223/2009/WE oraz rozporzadzen CLP i REACH, ktoére dotycza
zardbwno skladnikéw kosmetykow, jak i produktow gotowych. Planowany jest szereg zmian w
zarzadzaniu substancjami chemicznym oraz w podejsciu i metodologii oceny ryzyka, miedzy innymi
jedna ocena dla jednej substancji oraz ocena ryzyka mieszanin. Do grupy substancji SVHC
wzbudzajacych szczegdlne zagrozenie zostang dodane nowe klasy substancji, takie jak: sktadniki
zaburzajace gospodarke hormonalna, wptywajace na organizm czlowieka i na srodowisko, substancje
trwate, ulegajace bioakumulacji i toksyczne dla srodowiska (PBT), trwate i mobilne w $rodowisku
(PMT) oraz bardzo trwate i bardzo ulegajace bioakumulacji (vPvB). Dzigki wprowadzeniu pojecia i
kryteriéw niezbednych zastosowan uzycie najbardziej szkodliwych chemikaliéw stanie si¢ dozwolone
tylko wtedy, gdy bedzie to niezbgdne dla zdrowia, bezpieczenstwa lub funkcjonowania spoteczenstwa,
a takze, gdy nie istnieja bezpieczniejsze alternatywy [24,25]. Ocena ryzyka substancji ma zajac si¢
Europejska Agencja d/s Chemikaliow (ECHA), a nie jak dotychczas Komitet Naukowy ds.
Bezpieczenstwa Konsumentéw (SCCS), co pozwoli na oceng zagrozenia zwigzanego ze szkodliwoscia
danej substancji na wielu ptaszczyznach jednoczesnie. Ponadto, planowane jest wprowadzenie
obowigzkowego zamieszczania ostrzezen o obecnoSci substancji szkodliwie wptywajacych na
srodowisko, lub toksycznych dla organizméw wodnych na etykietach produktow kosmetycznych [26].
Niektore surowce kosmetyczne, ze wzgledu na zagrozenie dla srodowiska wodnego i zdolnos¢ do
bioakumulacji zostaty juz zakazane lub znacznie ograniczone do stosowania. Nalezg do nich mi¢dzy
innymi: mikroplastiki, niektore rodzaje filtrow organicznych, siloksany, takie jak: cyklotetrasiloksan
(D4), cyklopentasiloksan (D5) oraz cykloheksasiloksan (D6).

Druga istotng dla branzy kosmetycznej strategia Zielonego Ladu jest gospodarka w obiegu
zamknigtym oraz zeroemisyjna. Wiaze si¢ to z odpowiedzialnym pozyskiwaniem surowcow
kosmetycznych, stosowaniem zielonych technologii w celu ich przetwarzania, projektowaniem
niskoemisyjnych procesow produkcji mas kosmetycznych, minimalizowaniem ilosci odpaddéw oraz ich
upcyklingiem. Mozliwo$ci zaangazowania producentow i konsumentow w zréwnowazong produkcje i

uzytkowanie produktow kosmetycznych przedstawiono na rysunku 1. Ponadto, Zielony Lad wymaga
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od producentéw transparentnosci deklaracji marketingowych, co reguluje dyrektywa Green claims.
Celem jest przeciwdziatanie praktykom greenwashingu, wprowadzajacych konsumentéw w btad [1].
Pomimo, iz Komisja Europejska przyjeta wnioski z rewizji wyzej wymienionych rozporzadzen,
na projekt ich nowej wersji trzeba bedzie poczekaé. Sciezka legislacyjna jest procesem dtugotrwatym,
jednak do tak duzych zmian w przemysle kosmetycznym warto przygotowac si¢ z wyprzedzeniem,

uwzgledniajac powyzsze zalozenia polityk Zielonego Ladu.
1.2. Standardy COSMOS

Narzedziem, ktore bardzo utatwia tworzenie zréwnowazonego produktu kosmetycznego sa
standardy COSMOS (ang. Cosmetic Organic Standard), czyli obowigzujace od 2010 roku ujednolicone
standardy certyfikacji kosmetykéw naturalnych i organicznych, ktérymi zarzgdza niezalezne,
miedzynarodowe stowarzyszenie non-profit-COSMOS-standard AISBL z siedziba w Brukseli. Zostaly
one stworzone przez pi¢¢ niezaleznych jednostek certyfikujacych: Ecocert, Cosmebio, BDIH, ICEA,
Soil Association, ktore uprzednio certyfikowaly kosmetyki wedlug swoich wiasnych kryteriow.
Standardy COSMOS okreslaja definicje kosmetyku naturalnego i organicznego oraz wymagania, jakie

muszg one spehni¢, aby mogly otrzymac certyfikat, opierajac si¢ na 4 podstawowych zasadach [28]:

1. Promowanie stosowania produktow z rolnictwa ekologicznego i poszanowanie bioréznorodnosci.
2. Odpowiedzialne korzystanie z zasobow naturalnych i poszanowanie srodowiska.

3. Wykorzystywanie metod przetwarzania i produkcji, ktore szanuja zdrowie ludzkie i §rodowisko.
4

Integrowanie i rozwijanie koncepcji Zielonej Chemii.

Ponadto, stanowia catosciowe, kompleksowe spojrzenie na proces wytwarzania kosmetyku, zaczynajac
od pochodzenia oraz metod przetwarzania skladnikéw, sktadu produktu, procesu produkcyjnego,
poprzez tworzywo, z jakiego wykonane jest opakowanie kosmetyku oraz etykieta, az do kwestii
przechowywania, oznakowania i komunikacji marketingowej. Kryteria obejmujg rowniez podejscie do
zarzadzania odpadami produkcyjnymi wskazujac na konieczno$¢ ich redukcji, ponownego
wykorzystania oraz recyklingu. Wyszczegolnione zostaly rowniez $rodki czyszczace i dezynfekujace
dozwolone do stosowania w procesie mycia zbiornikow produkcyjnych oraz wszelkich narzedzi
uzywanych na etapie produkcji mas kosmetycznych biorgc pod uwage ich pochodzenie,
biodegradowalno$¢ i toksycznos¢ dla organizméw wodnych [28]. W ciaggu ostatniego roku kryteria
COSMOS zostaty uaktualnione tak, aby jeszcze lepiej odpowiedzie¢ na strategi¢ zréwnowazonego
rozwoju oraz polityki Zielonego Ladu [12, 27-28]. Certyfikacja kosmetykow naturalnych i organicznych
zgodnie ze standardami COSMOS wypelnia obecng luke zwigzang z brakiem prawnie regulowane;j
definicji kosmetyku naturalnego oraz nadzoru nad realizacja przez firmy kosmetyczne polityk Zielonego
Ladu. Ecocert, czy tez kazda inna jednostka certyfikujaca zgodnie z COSMOS dokonuje corocznego
audytu w firmie, ktéra ma wdrozony certyfikat dla swoich produktow, szczegotowo weryfikujac kazdy
etap powstawania kosmetyku. Dzigki temu konsument moze mie¢ pewnos¢, ze kosmetyk oznaczony
logo jednej z pieciu jednostek certyfikujacych speinia Scisle okre$lone kryteria [12]. Niestety,
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certyfikacja kosmetykow jest procesem pracochtonnym i kosztownym, w zwigzku z czym decyduja si¢
na nig tylko nieliczne firmy. Brak jednolitej, migdzynarodowej definicji dla kosmetykow naturalnych
powoduje mnogo$¢ nazw sugerujacych naturalno$¢ kosmetyku, takich jak eko, bio, green, naturalny,
organiczny, oraz rozne interpretacje tych poje¢. Najczesciej producenci tworzg definicje kosmetyku
naturalnego na podstawie zawartos$ci ekstraktow, olejow, czy masel pochodzenia naturalnego, nie biorac
pod uwage pozostatych skladnikow receptury, takich jak syntetyczne zagestniki, emulgatory, czy
emolienty, a takze aspektow srodowiskowych zwigzanych z emisja gazow cieplarnianych emitowanych
podczas procesoéw produkcyjnych oraz transportu. Opublikowana w latach 2016-2017 norma ISO 16128

dotyczy naturalnos$ci sktadnikow receptur, jednak nadal nie definiuje kosmetyku naturalnego [4-5, 12].

1.2.1. Kryteria dla surowcow naturalnych i organicznych

Standardy COSMOS bardzo szczegdélowo okreslaja kryteria dla surowcow kosmetycznych,
dzielac je na pie¢ kategorii: [28-29].

» Waoda, czyli glowny sktadnik kazdego kosmetyku. COSMOS dopuszcza do uzytku zaréwno wode
pitng, zrodlana, destylowana, otrzymang na drodze osmozy oraz wode morska, jednak
podstawowym kryterium jest jej czystos¢ mikrobiologiczna oraz oczyszczanie z zastosowaniem
procesow fizycznych (tab.1).

» Mineraly i skladniki pochodzenia mineralnego, czyli surowce powstajace w wyniku proceséw
geologicznych, z wylaczeniem pochodnych paliw kopalnych. Do najwazniejszych naleza: glinki,
glinokrzemiany, nieorganiczne pigmenty, mika, krzemionka, naturalne sole. Szczegotowy wykaz
mineratow dopuszczonych do stosowania znajduje si¢ w Zataczniku IV do wersji 4.1. Standardu
COSMOS [28]. Moga by¢ one przetwarzane w procesach fizycznych (tab.1).

» Fizycznie przetworzone agro-skladniki (PPAI, ang. Physically Processed Agro-Ingredients).
Sa to surowce pochodzenia roslinnego, zwierzecego lub mikrobiologicznego, przetworzone w
procesach fizycznych, wymienionych w tabeli 1 oraz spelniajace wymogi Konwencji o
miedzynarodowym handlu dzikimi zwierzetami i ro§linami gatunkéw zagrozonych wyginieciem
(CITES). Sktadniki pochodzenia zwierzgcego moga by¢é wytwarzane przez zwierzeta, jednak nie
moga stanowi¢ czgsci ciata zwierzecia, a ich produkcja nie moze przyczyniac si¢ do $mierci zwierzat.
W procesie otrzymywania surowcoOw dozwolone sa wylacznie rozpuszczalniki pochodzenia
naturalnego [28].

» Chemicznie przetworzone agro- skladniki (CPAI, ang. Chemically Processed Agro-
Ingredients). Sg to surowce pochodzenia roslinnego, zwierzgcego lub mikrobiologicznego,
przetworzone w procesach chemicznych, wymienionych w tabeli 1. Procesy te powinny by¢ zgodne
z zasadami Zielonej Chemii (Green Chemistry Programme), gdzie szczegolny nacisk ktadzie si¢ na
niskie zuzycie energii, produkowanie minimalnej ilos¢ odpadéw oraz bazowanie na surowcach
pochodzacych ze zrodet odnawialnych. Ponadto, otrzymane skladniki nie mogg ulegac

bioakumulacji w srodowisku, ich biodegradowalno$¢ musi wynosi¢ > 70 % zgodnie z OECD 301A
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i 301E oraz > 60 % zgodnie z OECD 301 B,C,D,F, aby uzyska¢ status tatwo biodegradowalnych
[28-29].

» Inne skladniki, do ktérych mozna zaliczy¢ dopuszczone do stosowania substancje syntetyczne, jak
np. syntetyczne konserwanty, znajdujace odpowiedniki w przyrodzie, takie jak kwasy: benzoesowy,

dehydrooctowy, salicylowy, sorbowy i ich sole oraz alkohol benzylowy [28-29].

Dodatkowo powyzsze grupy surowcow wg kryteriow COSMOS dzielg si¢ na surowce
pochodzenia naturalnego oraz surowce organiczne. Do sktadnikow pochodzenia naturalnego naleza:
woda, mineraty i sktadniki pochodzenia mineralnego, surowce pochodzace z monitorowanych upraw,
przetworzone w wyniku reakcji chemicznych (CPAI) oraz niektore surowce przetworzone w procesach
fizycznych (PPAI). Natomiast surowcami w 100 % organicznymi sa najcze¢$ciej otrzymane w procesach
fizycznych ekstrakty z roslin uprawianych na monitorowanych plantacjach, gdzie warunki uprawy i
zbioru sa $cisle kontrolowane [29]. Pozostate ekstrakty moga w pewnym stopniu mie¢ pochodzenie
organiczne, np. w 50 %, na co wpltyw maja np. rozpuszczalniki uzyte w procesie ekstrakcji. Kazdym
surowiec musi by¢ zatwierdzony przez jednostke certyfikujaca, np. Ecocert, do uzytku w kosmetykach
naturalnych i organicznych (ang. Ecocert/ Cosmos approved), a surowce organiczne muszg posiadac
certyfikat. Niektore sktadniki moga by¢ zatwierdzone tylko do uzytku w okreslonych typach produktow
kosmetycznych [29].

Zardwno surowce, jak i gotowe produkty kosmetyczne nie moga by¢ testowane na zwierzetach,
co dotyczy rowniez kwestii badan toksykologicznych w celu okreslenia wartosci LC50/EC50 dla
surowcow. W zwiazku z tym np. badanie toksycznosci surowca dla organizméw wodnych nie powinno
odbywac si¢ na rybach i dafniach. W tym celu nalezy wykorzysta¢ alternatywne metody badan in vitro
oraz posrednie metody alternatywne [28]. Jednak nie dla wszystkich surowcow wymagane sg badania
toksycznosci wodnej. Nie obejmujg one surowcoéw wystepujacych w naturze i uzyskanych w procesie
fermentacji, lub surowcow powstaltych w wyniku hydrolizy substancji wystepujacych w naturze, jak np.

maltodekstryna powstata ze skrobi [28].

1.2.2. Skladniki niedozwolone

Do wytwarzania surowcOw nie mogg by¢ wykorzystywane rosliny, a w przypadku procesow
biotechnologicznych - mikroorganizmy, drozdze, czy grzyby modyfikowane genetycznie (GMO), a
takze gatunki ro$lin zagrozonych wymienionych na czerwonej liscie IUCN [28]. Niedozwolone sg
réwniez surowce w postaci nanoczastek o rozmiarach mniejszych, lub réwnych 100 nm, o rozktadzie
czastek 50 % lub wigcej. W przypadku braku alternatywnych surowcoéw oraz ze wzgledu na ich
znaczenie w kosmetykach, akceptowalne sg krzemionki oraz dwutlenek tytanu i tlenek cynku w
produktach ochrony przeciwslonecznej [28-29]. Zabronione sg réwniez: oleje mineralne, silikony,

sztuczne barwniki i kompozycje zapachowe [29].
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1.2.3. Kryteria dla procesow przetwarzania surowcow

Zarowno surowce pochodzenia roslinnego, zwierzecego oraz powstajace przy uzyciu

mikroorganizméw mogg by¢ przetwarzane w procesach fizycznych, lub chemicznych, jednak wytgcznie

tych przedstawionych w tabeli 1. Procesy chemiczne zaaprobowane przez COSMOS umozliwiaja

tworzenie surowcow biodegradowalnych, respektuja naturalne substancje czynne obecne w roslinach

oraz rownowagg ekologiczna, a takze umozliwiaja dobre gospodarowanie odpadami i wykorzystanie

energii [28]. Niedozwolone sa migdzy innymi reakcje etoksylowania oraz syntezy z wykorzystaniem

tlenku etylenu, rteci i rozpuszczalnikow petrochemicznych, a takze wykorzystujace promieniowanie

jonizujace.

Tabela 1. Procesy przetwarzania surowcoOw zgodne ze standardami COSMOS [28].

Procesy fizyczne Reakcje chemiczne

Absorpcja, deodoryzacja, mieszanie, wirowanie;
dekoloryzacja z uzyciem: bentonitu, wegla
aktywowanego, ziemi wybielajacej, nadtlenku
wodoru, ozonu;

suszenie przez parowanie / naturalne na stoncu;
deterpenacja, destylacja, ekstrakcja, filtracja i
oczyszczanie (ultrafiltracja, dializa,
krystalizacja, wymiana jonowa);

zamrazanie, mielenie, liofilizacja;

maceracja, perkolacja, metody ci$nieniowe,
prazenie, sedymentacja i dekantacja,
przesiewanie, wyciskanie, kruszenie;
sterylizacja za pomocg promieniowania UV,
sterylizacja z obrobka termiczng (wedlug
temperatury uwzgledniajacej substancje

czynne), ultradzwieki, mikrofale, proznia.

Alkilacja, amidacja, kondensacja / addycja,
kalcynacja pozostato$ci roslinnych;

procesy biotechnologiczne z wykorzystaniem
mikroorganizméws;

karbonizacja, estryfikacja, transestryfikacja,
interestryfikacja;

hydrogenacja, uwodnienie;

fosforylacja (dozwolona tylko dla sktadnikow
uzywanych w produktach splukiwalnych);
wymiana jonowa, neutralizacja, utlenianie /
redukcja, hydroliza;

zmydlanie, sulfonowanie (przy atomie wegla Iub
tlenu) dozwolone tylko dla surfaktantow

uzywanych w produktach sptukiwalnych.

1.2.4. Poziomy certyfikacji kosmetykow

COSMOS wyré6znia dwa poziomy certyfikacji kosmetykow, co widoczne jest na logo jednostek

certyfikujacych:

» COSMOS ORGANIC, to oznaczenie kosmetyku organicznego
» COSMOS NATURAL, to oznaczenie kosmetyku naturalnego

W tabeli nr 2 przedstawiono kryteria przyznawania certyfikatow dla kosmetykow naturalnych i

organicznych.
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Tabela 2. Kryteria przyznawania certyfikatow dla kosmetykow organicznych i naturalnych
certyfikowanych zgodnie ze standardami COSMOS [28-29].

Rodzaj certyfikatu Najwazniejsze kryteria do przyznania certyfikatu

COSMOS
ORGANIC

Ecocert COSMOS Organic

Dla kosmetykow niesplukiwalnych (kremy, balsamy):
minimum 20 % surowcéw organicznych w recepturze.

Dla kosmetykow sptukiwalnych (zele do mycia, szampony):
minimum 10 % surowcéw organicznych w recepturze.

Minimum 95 % skladnikéw pochodzacych z monitorowanych
upraw (agro sktadnikoéw):

v przetworzonych w wyniku proceséw fizycznych (PPAI)

v przetworzonych w wyniku proceséw chemicznych (CPAI)

Na etykiecie kosmetyku muszg si¢ znalez¢ nastgpujace informacje:
X% wszystkich sktadnikow jest pochodzenia naturalnego
Y% skladnikow organicznych z plantacji monitorowanych

Naturalny i Organiczny Kosmetyk Certyfikowany przez ECOCERT
Greenlife.

W sktadzie INCI sktadniki oznaczone sg gwiazdkami:
*sktadniki z plantacji monitorowanych
** wykonane z organicznych sktadnikow

COSMOS
NATURAL

Ecocert COSMOS Natural

Minimalna ilo$¢ sktadnikoéw organicznych nie jest wymagana.

Minimum 95 % skladnikow pochodzacych z monitorowanych
upraw (agro sktadnikow).

Na etykiecie kosmetyku muszg si¢ znalez¢ nastgpujace informacje:
X% wszystkich sktadnikow jest pochodzenia naturalnego

Naturalny Kosmetyk Certyfikowany przez ECOCERT Greenlife.

W sktadzie INCI sktadniki oznaczone sg gwiazdkami:
*sktadniki z plantacji monitorowanych

1.3. Zrownowazone surowce uzyte do przygotowania dermokosmetykow

[D3, D5]

Selekcja sktadnikow wykorzystanych do opracowania receptur dermokosmetykdéw jest

pierwszym krokiem do zapobiegania negatywnym skutkom zanieczyszczenia srodowiska substancjami

chemicznymi o toksycznym dziataniu na ekosystemy. Ocena srodowiskowa surowcdéw wykorzystanych

do przygotowania trzech produktéw dermokosmetycznych: balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu

do twarzy, bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zostala przedstawiona w
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publikacjach: D3 pt. Controlled release of madecassoside and asiaticoside of Centella asiatica L.
origin from sustainable cold-processed topical formulations oraz D5 pt. Skin barrier in atopic
dermatitis: impact of sustainable emollients with Centella asiatica L. bioferment and extract.

Wszystkie surowce uzyte w pracy sa weganskie oraz spetniaja kryteria COSMOS dla surowcow
organicznych i pochodzenia naturalnego. Zostaly otrzymane w wyniku procesow fizycznych,
biotechnologicznych (procesy fermentacji z uzyciem bakterii), lub chemicznych, zgodnych z zasadami
Zielonej Chemii. Minimum 10 % surowcow w recepturze kazdego produktu pochodzi z upcyklingu
odpadow z przemystu spozywczego i drzewnego. Surowce nie ulegajg bioakumulacji w Srodowisku,
tatwo ulegaja biodegradacji (co najmniej 60 % w ciggu 28 dni zgodnie z kryteriami OECD 301B, D, F)
oraz wykazuja niska toksyczno$¢ dla organizméw wodnych. Oceny $rodowiskowej surowcow
dokonano na podstawie kart charakterystyki, dokumentacji udostgpnionej przez producentow i
dystrybutoroéw, a takze bazy surowcow certyfikowanych i zatwierdzonych przez COSMOS [28]. W
tabeli nr 3 opisano pochodzenie, funkcje oraz procesy zgodne z Zielong Chemig wykorzystane do
otrzymania surowcow uzytych w recepturach dermokosmetykéw pielegnacyjnych opisanych w
publikacjach D3 i D5, a takze w recepturach produktow myjacych: olejku do demakijazu oraz emulsji
do mycia ciata, ktorych nie obejmuja wyzej wymienione publikacje. Podano rowniez, w jakim stopniu
(w procentach) dany surowiec zostal przetworzony w procesach fizycznych (PPAI) oraz chemicznych
(CPAI). Dane te pochodza z certyfikatow wydanych przez COSMOS/Ecocert dla danego surowca. W
przypadku surowcow, ktore zostaty zatwierdzone przez COSMOS/Ecocert do uzytku w kosmetykach
naturalnych i organicznych, ale producent nie zdecydowat si¢ na ich certyfikacj¢, dane te nie sa dostgpne.
Na podstawie wartosci PPAI i CPAI mozemy stwierdzi¢, ze wszystkie surowce zostaly przetworzone w
procesach fizycznych, lub ,,zielonych” procesach chemicznych, a tym samym produkty otrzymane z
tych surowcow spelniajg kryteria kosmetykdéw naturalnych zgodnie z certyfikacjag Ecocert COSMOS
Natural (tab. 2).

Tabela 3. Ocena $rodowiskowa surowcow uzytych w recepturach opracowanych produktow
dermokosmetycznych. *obowiazuje dla surowcow certyfikowanych i zatwierdzonych przez COSMOS
**surowiec dopuszczony przez COSMOS do stosowania, nie posiada certyfikatu.

Nazwa Sklad surowca Funkcjaw  Zrédlo Otrzymywanie
handlowa wg INCI kosmetyku pochodzenia surowca zgodne z
surowca surowca Zielong Chemia
Ekstrakt z Propanediol, Sktadnik Liscie wakroty Ekstrakcja R
wakroty Centella aktywny azjatyckiej etanolowa (etanol
azjatyckiej Asiatica Extract pochodzenia

ro$linnego jako

zielony

rozpuszczalnik)
Centella Aqua, Sktadnik Liscie wakroty Biofermentacja z woE
asiatica Lactobacillus/ aktywny azjatyckiej, uzyciem bakterii L.
bioferment Centella bakteria reuteri
(GEO) Asiatica Extract
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EWO-
Vegetable
Emulsifier

Galehemp
ow

Softigen®
Pura

Phytosqualan
®

Synovea®
EL

Ferment,
Gluconolactone,
Sodium
Benzoate,
Calcium
Gluconate,
Lactic Acid,
Acetic Acid,
Protocatechic
Acid, Caffeic
Acid, Gallic
Acid, Reuterin
Glyceryl Oleate,
Polyglyceryl-3-
Polyricinoleate,
Olea Europea
Oil
Unsaponifiables

Polyglyceryl 4
Hemp Seedate,
Caprylyl Capryl
Glucoside, Aqua

Caprylic/Capric
Triglyceride,
Hydrogenated
Rapeseed Oil

Squalane

Ethyl Linoleate,
Ethyl Palmitate,
Ethyl Oleate,

Ethyl Linolenate

Emulgator
tworzacy
emulsje typu
woda w
oleju (w/0)

Emulgator
tworzacy
emulsje typu
olej w
wodzie
(o/w)

Emolient
uznawany za
weganski
zamiennik
lanoliny
Emolient

Emolient,
prekursor
ceramidow,
stabilna
wersja
kwasu

Lactobacillus
reuteri

Zielone oliwki
jako odpady z
przemystu
SpOZywczego

Tetraglicerol to
mieszanina
rafinowa-nych
poligliceroli
pochodzenia
ro$linnego; Olej z
nasion konopi
otrzymywany w
wyniku tloczenia
Z OWOCOW
Cannabis sativa
L.; Caprylyl/
Capryl Glucoside
- nigjonowy
srodek
powierzchniowo
czynny,
otrzymywany z
odnawialnych
SUrowcow.
Nasiona rzepaku,
olej z pestek
palmowych lub
olej z nasion
kokosa

Zielone oliwki
jako odpady z
przemystu
SpOZywczZego

Nasiona
stonecznika
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Oczyszczanie
kwasow
thuszczowych z
oliwy z oliwek do
postaci substancji
niezmydlajacych
sie.
Transestryfikacja
tetraglicerolu oraz
oleju z nasion
konopii otrzymujac
ester, ktory
nastgpnie jest
mieszany z
Caprylyl/capryl
glucoside i woda w
celu uzyskania
trans-estru.

Rafinacja,
blanszowanie,
deodoryzacja

Estryfikacja,
destylacja,
zmydlanie,
uwodornienie,
winteryzacja
Zielona estryfikacja

PPAI =
20 %
CPAI =
80 %

CPAI =
80 %
PPAI =
0%

CPAI =
100 %
PPAI =
0%

CPAI =
100 %
PPAI =
0%

CPAI =
100 %
PPAI =
0%



LIPEX®
Omega 3/6™

LIPEX®
PreAct™

Akogel™

Raspberry
Necta®

Emotion®
Light

CeraFluid®

Olus Oil,

Camelina Sativa

Seed Oil

Canola Oil

Hydrogenated
Vegetable Oil

Rubus Idaeus
Seed Oil

Tripelargonin

Triolein,
Glyceryl
Dioleate,
Ceramide NP

linolowego
(Linoleinian
etylu)
Emolient

Emolient

Emolient

Emolient
standaryzow
any na
zawartos¢
witaminy E
Emolient

Emolient,
ceramid

Nasiona Inicznika
siewnego

Nasiona rzepaku

Owoc kokosa,
nasiona soi
warzywnej,
nasiona rzepaku

Pestki malin jako
odpady po
produkcji sokow

Nasiona
ostropestu
plamistego

Trioleina i
dioleinian
gliceryny - z
oliwek- odpadow
Z przemystu
SpOZywCzZego;
Ceramid NP-
proces
biofermentacji z
uzyciem drozdzy
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Ekstrakcja
mechaniczna,
rafinacja,
deodoryzacja
Wyciskanie,
dezodoryzacja,
uwodornienie,
filtracja,
frakcjonowanie
rozpuszczalnikow
Ekstrakcja
mechaniczna,
ekstrakcja
rozpuszczalnikowa,
rafinacja,
dezodoryzacja,
uwodornienie
Ekstrakcja w
procesie na zimno

Destylacja i
hydroliza oleju z
nasion ostropestu z
uzyskaniem
czystego kwasu
pelargonowego.
Nastepny krok:
estryfikacja w
wysokiej
temperaturze w
celu uzyskania
estru.

Trioleina i
dioleinian
gliceryny- proces
destylacji oleju z
oliwek, w wyniku
ktorego uzyskuje
si¢ czyste kwasy
tluszczowe, a
nastepnie proces
estryfikacji kwasow
thuszczowych.
Ceramid NP-
amidacja kwasu
stearynowego
pochodzenia
roslinnego na
fitosfingozynie
uzyskanej w

PPAI =
5%,
CPAI =
95 %
CPAI =
100 %
PPAI =
0 %

CPAI =
100 %
PPAI =
0%

PPAI =
100 %
CPAI =
0%

sk
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Ceramidon®

Tocomix
L70-1P
Organic CO

Apricot
Kernel Oil
RBDW

Massocare
Propanediol
Nat MB

RonaCare®
Magnesium
Sulfate

E-Leen
Green C

Octyldodecyl
PCA

Tocopherol,
Helianthus
Annuus Seed
Oil

Prunus
Armeniaca
Kernel Oil

Propanediol

Magnesium
Sulfate

Pentylene
Glycol, Glyceryl
Caprylate/
Caprate

Emolient o
strukturze
podobnej do
ceramidow
skory.

Antyoksy-
dant

Emolient

Humektant,
booster
konserwacji

Stabilizator
emulsji typu
w/o

Konserwant
alternatywn
y spoza listy
konserwan-
tow
znajdujace;j
sie w
zatgczniku
nr V do
rozporzadze
-nia (WE)
NR
1223/2009.

Kwas L-
glutaminowy z
buraka;
oktyldodekanol
pochodzenie
roslinne

Tokoferol -
nasiona soi jako
produkt
odpadowy po
produkcji oleju
sojowego;

Olej
stonecznikowy -
nasiona
stonecznika
Pestki moreli jako
odpady z
przemystu
SpOZywcCzZego
Olej palmowy z
certyfikatem
RSPO

Minerat

Glikol
pentylenowy -
trzcina cukrowa;
Monogliceryd
kwasu
kaprylowego -
olej z nasion
palmy olejowe;j,
olej kokosowy,
olej rzepakowy,
olej
stonecznikowy
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procesie
biofermentacji z
wykorzystaniem
drozdzy.
Cyklizacja kwasu
L-glutaminowego z
otrzymaniem
kwasu L-
pirolidonowego (L-
PCA). Estryfikacja
L-PCA do estru
oktylododecylo-
wego L-PCA.
Tokoferol - techniki
rozdzielania
strumienia
rafinacyjnego po
produkc;ji oleju
sojowego,
oczyszczanie; Olej
Z nasion
stonecznika -
tloczenie nasion
Ttoczenie pestek

Proces fermentacji
glicerolu
pochodzacego z
oleju palmowego.
Nastepnie procesy:
sterylizacji,
filtracji,
kondensacji,
desalinacji,
frakcjonowania.
Naturalnie
wystepujacy w
przyrodzie

Glikol
pentylenowy:
destylacja parowa
wyttokow trzciny
cukrowej,
katalityczne
uwodornienie,
oczyszczanie;
Monogliceryd
kwasu kaprylowego
— pochodzenia
roslinnego,
stapianie w
temperaturze 40-

CPAI =
100 %
PPAI =
0%

PPAI =
100 %
CPAI =
0%

PPAI =
100 %
CPAI =
0%
CPAI =
99,5 %
PPAI =
0%

PPAI =
0%
CPAI =
0%
CPAI =
100 %
PPAI =
0 %



Citropol H

Instathix®

HyaCare®
Tremella

Solagum AX

Amisoft
ECS-22 W

Polycitronellol

Xanthan Gum,
Sodium Stearoyl
Lactylate,
Tapioca Starch,
Algin

Tremella
Fuciformis
Sporocarp
Extract

Acacia Senegal
Gum, Xanthan
Gum

Disodium
Cocoyl

Emolient

Zagestnik

Zaggstnik,
humektant

Zaggstnik

Surfaktant
anionowy,

Recycling
terpentyny
powstajacej z
sosny, jako
produkt uboczny
przy produkcji
papieru.

Guma ksantanowa
- fermentacja
glukozy;

Skrobia z tapioki-
tapioka;

Algin - brgzowe
wodorosty;
Sodium Stearoyl
Lactylate-olej
palmowy (RSPO).

Owocniki
grzybow Tremella
Sfuciformis

Weglowodany -
kukurydza, burak
cukrowy, trzcina
cukrowa; Guma
akacjowa -
wydzieliny z pnia
i gatezi drzewa
akacjowego.

Kwas L-
glutaminowy -
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50 °C i dodanie do
glikolu
pentylenowego, a
nastgpnie mieszanie
W temperaturze
pokojowe;.
Eteryfikacja

Guma ksantanowa:
fermentacja
glukozy przez
bakterie
Xanthomonas
campestris;
Skrobia z tapioki -
przetwarzanie
tapioki w procesach
fizycznych;

Algin: ekstrakcja
brazowych
wodorostow;
Sodium Stearoyl
Lactylate -
estryfikacja oleju
palmowego
(RSPO) z
biotechnologicznie
uzyskanym
kwasem
mlekowym.
Ekstrakcja i
pOzniejsze
oczyszczenie
owocnikow
Tremella
fuciformis.

Guma ksantanowa -
fermentacja
weglowodandéw za
pomoca bakterii
Xanthomonas
Campestris, guma
akacjowa -
oczyszczanie w
procesach
fizycznych
wydzielin z drzewa
akacjowego

Kwas L-
glutaminowy -

ok

PPAI =
5%
CPAI =
95 %

PPAI =
100 %
CPAI =
0%

CPAI =
45 %
PPAI =
55 %

CPAI =
30 %



Appyclean
6781 RSPO
MB

Olivoil
Fruttoside
BAS

Sophance
LA-A

Imderma
lab® Tea
Gem

Fludifeel
Easy

Glutamate,
Aqua

Caprylyl/Capryl
Wheat
Bran/Straw
Glycosides,
Aqua

Sodium
Cocoyl/Olivoyl
Hydrolyzed Oat
Protein,
Fructosyl
Cocoate/Olivate,
Fructose, Aqua

Glycolipids,
Sodium Lactate,
Aqua

Camellia
Oleifera Seed
Extract

Lauryl
Glucoside,
Myristyl
Glucoside,

amino-
kwasowy

Surfaktant
niejonowy

Surfaktant
niejonowy

Bio-
surfaktant,
soforolipid

Biosurfaktan
t roslinny

Emulgator
tworzacy
emulsje typu
o/W

trzcina cukrowa,
buraki; kwasy
thuszczowe -
palma kokosowa;
wodorotlenek
sodu -
pochodzenie
mineralne

Alkohole
thuszczowe - z
oleju palmowego;
glukoza - z
pszenicy /
kukurydzy
bedacych
odpadem z
przemystu
SpOZywCZzZego;
ksyloza - z
biomasy
lignocelulozo-wej
pochodzacej z
drewna.

Skrobia z owsa
oraz oliwki jako
odpad z
przemystu

SpOZywcCzZego

Rzepak,
kukurydza

Nasiona kamelii
olejodajne;j

Glukoza - nasiona
pszenicy lub
kukurydzy;
alkohole
thuszczowe-
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proces fermentacji
trzciny cukrowej i
burakow;

Reakcja kwasu L-
glutaminowego z
wodorotlenkiem
sodu i kwasami
thuszczowym, a
nastepnie
neutralizacja.
Synteza alkoholi
thuszczowych C8-
C10 z D-pentoza
lub D-glukoza,
nastepnie
ewaporacja i
dekoloryzacja.

Hydroliza
roslinnych protein
otrzymanych z
upcyklingu skrobi
owsianej do
aminokwasow i
fruktozy, a
nastgpnie
potaczenie ich z
kwasami
thuszczowymi z
oleju z oliwek oraz
oleju kokosowego
Za pomoca
kondensacji.
Proces fermentacji
z uzyciem drozdzy
Candida
Bombicola,
odzyskiwanie i
oczyszczanie
Ekstrakcja nasion

Glukozyd
laurylowy,
glukozyd
mirystylowy -
glikozylacja

PPAI =
0%

CPAI =
60 %
PPAI =
0 %

CPAI =
28 %,
PPAI =
0%

CPAI =
48 %

PPAI =
0,02 %

PPAI =
60 %
CPAI =
40 %
CPAI =
61 %
PPAI =
0 %



Tego Remo
95 MB

Surfinesse™
Cleanse

KAK HL

Gosulin IL

Emotion
Silky

Polyglyceryl-6

Laurate

Sorbitan Zaggestnik do

Caprylate, uktadow

Glyceryl Oleate, = surfaktanto-

Aqua wych,
emolient

Polyglyceryl-4 Surfaktant

Olivate, Ethyl

Olivate,

Tocopherol

Hexyl Laurate Emolient

Isoamyl Emolient

Laurate,

Isoamyl Cocoate

Neopentyl Emolient

Glycol

Dipelargonate

nasiona palmy lub
miazsz kokosa;
gliceryna- rzepak,
stonecznik; kwas
laurynowy-
rzepak,
stonecznik.

Palma, kukurydza,
rzepak, stonecznik
pszenica

Pochodzenie
roslinne

Pochodzenie
roslinne

Alkohol
izoamylowy -
trzcina cukrowa,
burak cukrowy
pszenica,
jeczmien; kwas
laurynowy -
palma olejowa

Kwasy tluszczowe
z ostropestu
plamistego; glikol
neopentylenowy -
synteza.
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glukozy i alkoholi
thuszczowych;
Laurynian
poliglicerolu-6 -
polimeryzacja
gliceryny,
estryfikacja
poliglicerolu-6 z
kwasem
laurynowym.
Mieszanie
kaprylanu sorbitanu
z oleinianem
glicerylu i woda

Reakcja estryfikacji
kwasow
thuszczowych z
oliwek z
poliglicerolem-4,
lub etanolem dajac
odpowiednio:
oliwian
poliglicerolu-4, lub
oliwian etylu.
Estryfikacja kwasu
laurynowego i
alkoholu
heksylowego
Alkohol
izoamylowy -
powstaje z alkoholu
fuzlowego
otrzymanego jako
produkt uboczny
procesu fermentacji
stosowanego w
przemysle
alkoholowym.
Nastepnie
estryfikacja
alkoholu
izoamylowego z
kwasem
laurynowym.
Destylacja i
hydroliza oleju z
nasion ostropestu
plamistego do
kwasu
pelargonowego.
Estryfikacja
kwasow
thuszczowych i

CPAI =
95 %
PPAI =
0%

CPAI =
99,8 %,
PPAI =
0 %

CPAI =
100 %,
PPAI =
0 %

CPAI =
100 %;
PPAI =
0%

sk



glikolu

neopentylowego.
Rice Bran Oryza Sativa Emolient Otreby ryzowe Ekstrakcja otrebow  PPAI=
Oil (Rice) Bran Oil ryzowych 100%
CPAI=
0%

1.3.1. Surowce z upcyklingu

Szacuje si¢, ze ponad jedna trzecia catkowitej produkcji rolnej w UE i Wielkiej Brytanii jest
tracona z powodu niespelniania standardow estetycznych, co odpowiada okoto 1,3 miliarda ton rocznie
[30]. Pozostatosci z przemystu rolno- spozywczego najczesciej trafiajg na wysypiska smieci, produkujac
znaczne ilo$ci metanu, co stanowi 8-10 % catkowitej antropogenicznej emisji gazow cieplarnianych
[31-32]. Odpowiedzig na problemy marnowania zywnos$ci oraz wsparciem gospodarki w obiegu
zamknietym jest upcykling, czyli proces ponownego wykorzystania produktow ubocznych
pochodzacych z przemystu w celu wytworzenia nowych surowcéw o warto$ci dodanej [32-34].
Obszerny opis wykorzystania upcyklinu odpadéw do produkcji surowcéw kosmetycznych znajduje sie
w publikacji [D1]. Na podstawie selekcji sktadnikow w recepturach dermokosmetykow bedacych
przedmiotem niniejszej pracy wykorzystano surowce pochodzace z upcyklingu odpadéw z przemystu
spozywczego: oliwek, otrebow owsianych i ryzowych, pulpy malin, nasion soi, burakéw cukrowych,
pestek moreli, trawy pszenicznej, a takze z przemystu drzewnego: terpentyny oraz biomasy
lignocelulozowej z drewna. Petnig one funkcje emolientéw, emulgatorow, surfaktantéw oraz
antyoksydantow (rys. 2).

« Phytosqualane
.« EWO Vegetable Emulsifier

————————————————————————— ~« Cera Fluid
« Olivoil Fruttoside BAS

Pestki malin ‘:} « Raspberry Necta

« Appyclean

Owies, pszenica: 6781 RSPOMB
________________________ < » Olivoil

Fruttoside BAS

Rysunek 2. Surowce otrzymane z upcyklingu odpadéw wykorzystane w pracy [schemat wtasny].
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1.3.2. Surowce otrzymane w procesie fermentacji

Fermentacja to reakcja beztlenowego rozktadu zwiazkéw organicznych za pomocg enzymow
produkowanych przez mikroorganizmy, ktora dostarcza zrownowazonych rozwigzan dla wielu branz
umozliwiajac produkcje chemikaliow, biopaliw, biotworzyw, czy energii elektrycznej [35]. Na potrzeby
przemystu kosmetycznego jest wykorzystywana gtownie do produkcji biofermentow bedacych
sktadnikami aktywnymi, biosurfaktantow, emolientow, humektantow, zagestnikow, barwnikow [35].

Biofermenty to innowacyjne surowce uzyskane w procesie fermentacji przeprowadzonej przy
uzyciu odpowiednio dobranych szczepow bakterii, lub drozdzy, a takze bakterii i drozdzy jednoczesnie.
Fermentacji moga podlega¢ zardwno odpady z przemystu spozywczego, takie jak biomasa roslinna,
owoce, warzywa, serwatka, pancerzyki krewetek, a takze surowce roslinne nie stanowigce odpadow
[36-37]. Otrzymywanie surowcoOw kosmetycznych w wyniku procesow fermentacji niesie wiele
korzysci. Poza wykorzystaniem zasoboéw odnawialnych oraz redukcja $ladu weglowego poprzez
wsparcie gospodarki o obiegu zamknietym, poprawie ulega biodostepnos$¢ sktadnikéw aktywnych,
poniewaz zwiazki wielkoczasteczkowe sg przeksztalcane w niskoczasteczkowe [38-39]. Ponadto,
surowce aktywne otrzymane w wyniku fermentacji maja warto$¢ dodang w poréwnaniu z surowcami
uzyskanymi metodg ekstrakcji. Poza substancjami aktywnymi pochodzacymi z substratu, zawieraja one
produkty metabolizmu bakterii i drozdzy wykorzystywanych w procesie, takie jak biatka, ceramidy,
aminokwasy, kwasy i przeciwutleniacze, a takze lizaty bakterii, dzigki czemu ostateczny surowiec
wykazuje zwickszong bioaktywno$¢ i biozgodnos¢ [40]. W zalezno$ci od substratu poddanego
procesowi fermentacji oraz rodzaju szczepéw mikroorganizmow biofermenty posiadaja wlasciwosci
przeciwzapalne, immunomodulujace, przeciwbakteryjne, antyoksydacyjne oraz postbiotyczne
wspierajac rownowage mikrobiomu skory [39].

Druga istotng grupg surowcow fermentacyjnych wykorzystywanych w przemysle
kosmetycznym sg biosurfaktanty produkowane przez bakterie, drozdze, lub grzyby z r6znych substratow,
takich jak oleje, cukry, alkany, roznego rodzaju odpady z przemystu spozywczego i mleczarskiego
[35,39]. Osobng grupe biosurfaktantéw stanowig saponiny produkowane bezposrednio przez rosliny.
Substancje te stanowig fagodnag dla skory oraz nietoksyczng dla srodowiska alternatywe dla surfaktanow
syntetycznych. Proces otrzymywania biosurfaktantow zuzywa mniej wody i energii w porownaniu z
procesem syntezy konwencjonalnych surfaktantow pochodzenia petrochemicznego, pozwala
wykorzysta¢ odpady z innych galezi przemystu, a powstate zwiazki sa tatwo biodegradowalne i
wykazuja niska toksycznos¢ dla organizméw wodnych [39]. Produkty te maja rowniez wigksza zdolnosé
pianotworcza w nizszych temperaturach oraz sg lepiej tolerowane przez skore wrazliwg i
problematyczna ze wzgledu na niski potencjal draznigcy [35,39]. Kryteria klasyfikacji biosurfaktantow
dotycza masy czasteczkowej, mikroorganizmu produkujacego oraz struktury chemicznej. Do
najczesciej wykorzystywanych w przemysle kosmetycznym naleza niskoczasteczkowe glikolipidy

zbudowane z weglowodanow i dlugotancuchowych kwasow alifatycznych oraz wielkoczasteczkowe
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lipoproteiny zbudowane z aminokwasow i grup karboksylowych i hydroksylowych 14-wegglowego
fancucha kwaséw ttuszczowych [39].

Szczegdtowy opis surowcow kosmetycznych otrzymanych w procesie fermentacji odpaddéw
pochodzacych z przemystu spozywczego, mleczarskiego i winnego, ich wtasciwos$ci oraz dziatanie na
skére, a takze rodzaje szczepow bakterii oraz drozdzy wykorzystywanych w tym procesie
przedstawiono w publikacji [D1]. Gtéwny surowiec aktywny o nazwie handlowej Centella asiatica
Bioferment GEO wykorzystany w recepturach dermokosmetykéw bedacych przedmiotem niniejszej
pracy zostat otrzymany w wyniku fermentacji lisci wakroty azjatyckiej za pomoca bakterii Lactobacillus
reuteri 1 dokladnie opisany w rozdziale 3, podrozdziale 3.3.2. Pozostate skladniki aktywne
wykorzystane w recepturach, otrzymane w wyniku fermentacji to ceramid NP bedacy sktadowsg surowca
Cerafluid oraz 1,3-propanediol, zamiennik glikolu propylenowego, petnigcy funkcje¢ humektantu i
wspomagajacy dzialanie konserwantu. Jako produkt uboczny procesu fermentacji stosowanego w
przemysle alkoholowym otrzymano rowniez alkohol izoamylowy, jeden z substratow reakcji
estryfikacji niezbednej do otrzymania emolientu o nazwie handlowej Gosulin IL. Istotnymi sktadnikami
sa biosurfaktanty, otrzymane zaréwno w procesie fermentacji glukozy i nienasyconych kwasow
thuszczowych C-18 z udzialem drozdzy Candida Bombicola (surowiec Sophance LA-A) oraz w wyniku
niskotemperaturowej ekstrakcji z nasion kamelii olejodajnej Camellia oleifera (surowiec Imdermalab®
Tea Gem). Surowiec Sophance LA-A nalezy do glikolipidow, a dokltadniej do soforolipidow
zbudowanych z soforozy (dimeru glukozy) i dtugiego tancucha hydroksylowych kwasow thuszczowych.
Poza wlasciwosciami myjacymi, wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne przeciwko Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Cutibacterium (Propionibacterium) acne i
przeciwgrzybicze przeciwko Candida albicans i Aspergillus Niger [41]. Ponadto, w recepturach
wykorzystano zagestniki fazy wodnej emulsji, ktorych jednym ze sktadowych jest guma ksantanowa

otrzymana w procesie fermentacji z uzyciem bakterii Xanthomonas campestris.

2. Atopowe zapalenie skory (AZS)

Atopowe zapalenie skory (AZS, atopic dermatitis) jest powszechnie wystepujaca, zapalna
chorobg skory o przewlektym i nawrotowym przebiegu. Dotyczy 15-20 % dzieci i 7-14 % dorostych
[42]. Najczesciej rozpoczyna si¢ we wezesnym dziecinstwie, z czego ponad 50 % przypadkow AZS
przypada na pierwszy rok zycia dziecka. Natomiast u 90 % chorych objawy pojawig si¢ do 5 roku zycia.
Pomimo, iz w wigkszo$ci przypadkoéw obserwuje si¢ tendencje do ustepowania zmian i remisj¢ choroby
wraz z wiekiem pacjenta, coraz czgSciej atopowe zapalenie skory dotyczy takze osdb dorostych i ma
tzw. pozny przebieg [15,43]. Charakterystycznym objawem choroby jest uporczywy, silny $wiad
powstajacy na podtozu suchej skdry, a takze typowe umiejscowienie zmian oraz ich obraz, zmieniajgce

si¢ wraz z wiekiem chorego (rys.3).
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Dorosli

Niemowleta/ dzieci

Rysunek 3. Miegjsca predylekcyjne do wystepowania zmian atopowych u niemowlat i dzieci oraz os6b
dorostych [zaadoptowane z 15].

Zmiany zapalne na skorze widoczne sg w postaci grudek, pecherzykow, guzkow, przeczosow,
nadzerek i strupow. W efekcie przewleklego drapania wywotanego §wigdem dochodzi do pogrubienia
naskorka, tzw. lichenizacji. Skéra w tych miejscach wyglada tak, jakby byla ogladana przez szkto
powiekszajace. Wzmozona sucho$c¢ skory (xerosis) objawia si¢ nadmiernym ztuszczaniem, szorstkoscia,
zaczerwienieniem, §wigdem, pieczeniem i $ciggnieciem. W skrajnych przypadkach dochodzi do
powstawania peknig¢ naskorka [43,44]. U chorych czgsto wspolistnieja inne choroby o podtozu
alergicznym, jak alergiczny niezyt nosa oraz alergie pokarmowe. Dodatni wywiad rodzinny w kierunku

atopowego zapalenia skory i alergii jest jednym z gtownych kryteriow rozpoznawczych choroby [45].

2.1. Patogeneza atopowego zapalenia skory

Patogeneza AZS jest bardzo zlozona i obejmuje interakcje czynnikow genetycznych i
srodowiskowych, zaburzen ukladu immunologicznego, dysfunkcje bariery naskorkowej oraz
nieprawidlowosci mikrobiomu skory i jelit [45-48]. Czynniki $rodowiskowe, takie jak alergeny
pokarmowe i1 powietrznopochodne warunki klimatyczne, zanieczyszczenie $rodowiska, czynniki
psychosomatyczne (stres) oraz hormonalne naleza do markeréw wyzwalajacych wystapienie choroby
[43,45]. Niestety, w ostatnich latach warunki srodowiskowe sa coraz bardziej niekorzystne dla osob
cierpigcych na AZS. Wzrost zanieczyszczenia powietrza i zywnosci, ocieplenie klimatu, wysoko
przetworzona zywnos¢, a takze szybkie tempo zycia i stres przyczynily si¢ do ponad dwukrotnego
zwigkszenia zachorowalnosci na atopowe zapalenie skory w ostatnich latach [44,49]. Z punktu widzenia
wspomagania leczenia atopowego zapalenia skory z wykorzystaniem produktow dermokosmetycznych
szczegollnie istotne jest zrozumienie zaburzen immunologicznych zachodzacych w skoérze chorych,

dysfunkcji bariery naskorkowej oraz zaburzen w sktadzie mikrobiomu skory.
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2.1.1. Zaburzenia immunologiczne
Zaburzenia immunologiczne odpowiedzialne sg za ostry i przewlekly stan zapalny skory
chorych na AZS, u ktorych dochodzi do nadprodukcji przeciwciat IgE w surowicy (mechanizmy
humoralne) oraz limfocytow T pomocniczych, glownie z linii Th2 (mechanizmy komoérkowe) [45,47].
Ponadto, ze strony ukladu immunologicznego w patomechanizmie AZS biora udziat komorki
Langerhansa znajdujace si¢ w warstwie podstawnej naskorka, komorki dendrytyczne umiejscowione w
skorze wilasciwej oraz pozostate komoérki naciekajgce miejsce zapalenia: komorki tuczne, eozynofile,

bazofile, neutrofile, makrofagi (rys. 4).
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Rysunek 4. Uktad immunologiczny skory [schemat wlasny].

Immunoglobuliny IgE aktywuja komorki tuczne, co prowadzi do uwalniania mediatorow stanu
zapalnego (rys. 4), a w konsekwencji nacieku komorek zapalnych, takich jak eozynofile i limfocyty,
ktoére obecne sg w zmienionej chorobowo skorze. W patogenezie AZS biora rowniez udziat limfocyty
CD4+, ktére majg tendencj¢ do rdéznicowania w kierunku linii limfocytow Th2, z uposledzeniem
proliferacji linii Thl. Natomiast prawidtowa odpowiedZz immunologiczng warunkuje réwnowaga
migdzy limfocytami Thl i Th2. U zdrowych ludzi po kontakcie z antygenem wickszo$¢ limfocytow T
réznicuje sie¢ w kierunku subpopulacji Th1, a tylko niewielka liczba do Th2. Sytuacja jest odwrotna w
przypadku chorych na AZS, gdzie dochodzi do zaburzenia proporcji limfocytow Thl w stosunku do

Th2, czego przyczyna prawdopodobnie jest obnizona nadwrazliwo$¢ typu poéznego, uszkodzenie bariery

54



naskorkowej, a przez to stabsza miejscowa odpornos¢ na infekcje bakteryjne i wirusowe oraz sktonnos¢
do kolonizacji skéry przez mikroorganizmy [45,47]. Nadmierna aktywno$¢ limfocytéw Th2 we
wczesnej fazie odpowiedzi immunologicznej (fazie ostrej) IgE-zaleznej prowadzi do zwickszonej
produkcji 1 uwalniania cytokin: interleukiny 4, 5, 6, 10, 13, 31 (IL-4, IL-5, 1I-6, IL-10, IL-13, IL-31),
przy jednocze$nie obnizonej syntezie interferonu gamma (INF-y) i czynnika o martwicy nowotwordw
(TNF-a) przez limfocyty Thl, poniewaz nadmiar limfocytéw Th2 ma hamujacy wptyw na limfocyty
Thl [50-51]. Z kolei uwolnione przez limfocyty Th2 cytokiny stymulujg limfocyty B do produkcji
przeciwcial IgE, a skora staje si¢ bardziej podatna na zakazenia gronkowcem ztocistym (Staphylococcus
aureus) [51]. W pdznej fazie odpowiedzi immunologicznej IgE-zaleznej wystepuje przewaga
limfocytow Th1, wytwarzajacych szereg cytokin prozapalnych odpowiedzialnych za przewlekte zmiany

zapalne o charakterze wyprysku [50-51].

2.1.2. Dysfunkcja bariery naskorkowej

Skora zbudowana jest z trzech warstw: naskorka, skory wilasciwej oraz tkanki podskdrnej.
Najbardziej zewngtrzng warstwa jest naskorek sktadajacy sie z czterech warstw zbudowanych z
keratynocytow: warstwy podstawnej, kolczystej, ziarnistej oraz najbardziej zewngtrznej- warstwy
rogowej (rys. 5) [52]. W skorze dloni i stop, tuz pod warstwa rogowa wystepuje dodatkowo piata
warstwa, zwana warstwa jasng [53]. Naskorek, a doktadniej warstwa rogowa pelni fizyczng i
funkcjonalng barier¢ ochronng dla glebiej potozonych warstw skory. Bariera naskorkowa odgrywa
kluczowa rolg w zapobieganiu przenikania mikroorganizmow, alergenow, toksyn i innych
zanieczyszczen srodowiskowych do organizmu, a takze chroni przed nadmierng utrata wody (TEWL)
[47,53]. Prawidtowo funkcjonujgca bariera naskorkowa wynika z budowy naskorka oraz procesow w
nim zachodzacych. W warstwie podstawnej komorki keratynocytow intensywnie si¢ dziela, tworzac
nowe komorki, ktére przemieszczajg sie przez warstwe kolczysta i ziarnista, ulegajac stopniowej
keratynizacji, aby w warstwie rogowej przeksztalci¢ si¢ w pozbawione jadra komorkowego martwe
korneocyty, zawierajace keratyne odporna na dziatanie czynnikow zewnetrznych [53]. Proces przejscia
keratynocytu z warstwy podstawnej do warstwy rogowej (ang. turn-over time) w zdrowej skorze trwa
zwykle 28 dni. Po tym czasie potaczenia miedzy korneocytami (korneodesmosomy) ulegaja
enzymatycznej degradacji i nastgpuje zluszczanie korneocytow [53].

Korneocyt zbudowany jest z rdzenia zawierajacego filagryne oraz koperty zawierajacej
lorikryne i inwolukryne. Bialka te sa kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania bariery naskérkowe;.
Funkcja filagryny jest spajanie wiokien keratynowych w procesach dojrzewania keratynocytow i ich
réznicowania w korneocyty. Zarowno proces powstawania filagryny w warstwie ziarnistej z jej
prekursora- profilagryny, jak i proteoliza do sktadnikow naturalnego czynnika nawilzajacego (NMF),
mig¢dzy innymi kwasu mlekowego i1 urokinowego ma znaczacy wpltyw na prawidlowe funkcjonowanie
bariery naskorkowej poprzez utrzymanie wlasciwego poziomu nawilzenia oraz kwasowego pH

powierzchni naskorka [53-54].
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Proces tworzenia sktadowych bariery naskorkowej zaczyna si¢ juz w warstwie ziarnistej, gdzie
powstaje filagryna oraz w ciatkach lemalernych Odlanda produkowane sa lipidy cementu
migdzykomorkowego, ktére nastepnie sa uwalniane do przestrzeni miedzykomorkowej. Lipidy
zapobiegaja nadmiernemu parowaniu wody z naskorka. Sklad cementu miedzykomorkowego
przedstawiono w tabeli nr 4. Komorki keratynocytdw warstwy ziarnistej sg ze soba potaczone za
pomoca tzw. potaczen Scistych (ang. tigh junction) zbudowanych z biatka adhezyjnego - klaudyny, ktora
zaraz po filagrynie jest drugim bardzo waznym bialkiem wpltywajacym na integralno$¢ bariery

naskorkowej [53,55,56].

Tabela 4. Sktad cementu miedzykomoérkowego warstwy rogowej naskorka [53].

Cement miedzykomoérkowy

Naturalny czynnik Zawartos¢ Lipidy Zawartos$¢
nawilzajacy (NMF) [%] [Yo]
Aminokwasy (seryna, cytrulina) 40% Ceramidy 40%
Sole amonowe, kwas moczowy, 17% Sterole (cholesterol) i pochodne 25%
glukozamina
Mleczany, cytryniany, 12% Wolne kwasy tluszczowe 18%
mrowczany, chlorki, fosforany
Kationy sodu, potasu, wapnia 12% Weglowodory 11%
oraz inne
Kwas piroglutaminowy (PGA) 12% Inne polarne lub niepolarne lipidy 6%
Mocznik 7%

Ponadto, na prawidlowe funkcjonowanie bariery naskorkowej i proces ztuszczania korneocytow
wplywa aktywnos¢ proteazy serynowej oraz jej inhibitorow, ktore reguluja proces rozktadu biatek
budujacych korneodesmosomy oraz synteze lipidow warstwy rogowej. Nie bez znaczenia dla bariery
naskoérkowej pozostaje rownowaga mikrobiomu skory, na ktéra wptyw ma miedzy innymi produkcja
peptydow przeciwdrobnoustrojowych przez ciatka lamelarne oraz fizjologiczne pH powierzchni skory
przyjmujace wartos¢ zblizong do 5,5 [54-56].

Podsumowujac, bariera naskorkowa sktada si¢ z odpowiednio zréznicowanych korneocytow,
utozonych jak cegly w murze i potaczonych za pomoca wtokien biatkowych- korneodesmosomow oraz
cementu mi¢dzykomorkowego sktadajacego si¢ z NMF oraz lipidow utozonych w warstwy lamelarne
(tab. 4; rys. 6). Integralno$¢ i nieprzepuszczalno$¢ bariery naskoérkowej warunkuja réwniez Sciste
potaczenia migdzy komorkami w warstwie ziarnistej, aktywno$¢ protezy serynowej regulowana przez
jej inhibitory oraz aktywnos$¢ peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych, a takze kwasne pH powierzchni

naskodrka i rownowaga mikrobiomu skory (rys. 6) [47,52,54- 56].
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Dysfunkcja bariery naskorkowej jest poczatkowym etapem rozwoju AZS 1 polega na
wystepowaniu nieprawidtowosci w sktadzie i funkcjonowaniu naskorka. Przyczynia sie do tego wiele

czynnikow:
» Mutacja genu kodujacego filagryne

Jest to zwigzane z niedoborem filagryny, lub catkowitym jej brakiem, co skutkuje zaburzeniami w
procesie roznicowania keratynocytow oraz skladzie naturalnego czynnika nawilzajacego (NMF),
powodujac nadmierng sucho$¢ skory oraz zwickszona przeznaskérkowa utrate wody (TEWL).
Podwyzszeniu ulega réwniez pH powierzchni naskorka, powodujac zaburzenia w sktadzie mikrobiomu
skory oraz zwiekszong kolonizacje gronkowcem ztocistym (Staphylococcus aureus). Mutacja w genie
filagryny jest uznawana za gléwny czynnik predysponujacy do rozwoju AZS, jednak niewystarczajacy

do wystapienia choroby, poniewaz jest ona wieloczynnikowa [47, 54-57].
» Zaburzenia polgczen $cistych miedzy komérkami

Powodem jest ograniczenie ekspresji genow dla klaudyny oraz uposledzenie funkcji biologicznej tego
biatka. Skutkuje to zmniejszeniem spdjnosci komorek warstwy ziarnistej, a w konsekwencji zwigkszona

utrata wody przez naskorek (TEWL), zwickszong penetracja alergenow i drobnoustrojow [55-57].
» Zwiekszona aktywnoS$¢ proteazy serynowej

Jedna z przyczyn jest mutacja w genie SPINKS5 kodujacym inhibitor proteazy serynowej LEKTI.
Uposledzona regulacja aktywnosci proteazy serynowej powoduje rozklad biatek w obrebie
korneodesmosomow majacych wptyw na spojnos¢ warstwy rogowej i jej prawidtowe zluszczanie.
Dochodzi woéwczas do rozszczelnienia warstwy korneocytow, ich nadmiernego ztuszczania,

zwigkszenia TEWL oraz suchosci skory [54,55,57].
» Obnizony poziom oraz zaburzenia w skladzie lipidéw cementu miedzykomérkowego

Niedobor ceramidow, wolnych kwaséw tluszczowych i cholesterolu w warstwie rogowej naskorka
wigze si¢ z nadaktywnoscig proteazy serynowej, ktora degraduje enzymy takie jak -
glukocerebrozydazg i sfingomielinaze, przetwarzajace lipidy warstwy rogowej. Dodatkowo zmniejsza
ona sekrecje lipidow warstwy rogowej przez ciatka lamelarne, skutkujac niedoborem ceramidow, ktore
odpowiadajg za prawidlowy poziom wody w naskoérku i uczestniczag w regulacji przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego. Ich niski poziom skutkuje stalym pobudzaniem keratynocytow oraz
wydzielaniem cytokin prozapalnych. Zwigksza to przepuszczalnos¢ warstwy rogowej dla alergenow i

bakterii, wzrost TEWL, nadmierng sucho$¢ skory oraz dysbioze [55-58].
» Obnizony poziom peptydow przeciwdrobnoustrojowych

Dysregulacja immunologiczna i wydzielanie cytokin, takich jak interleukina (IL) 4 i IL-13 ogranicza

ekspresje peptydow przeciwdrobnoustrojowych fizjologicznie obecnych w skorze- katelicydyn i
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defensyn. Skutkiem tego jest kolonizacja skéry przez bakteri¢ Staphylococcus aureus 1 zaburzenia w
sktadzie mikrobiomu skory, ktory obecnie uwazany jest za najbardziej powierzchniowa warstwe

naskorka, tzw. stratum microbiotum [47 55,57].

W efekcie powyzszych mechanizméw znacznie wzrasta sktonno$¢ do rozwoju stanu zapalnego
oraz przenikania potencjalnych alergenéw i czynnikow draznigcych przez naskorek. Na rysunku nr 6

przedstawiono porownanie budowy bariery naskorkowej w zdrowej skorze oraz w skorze z AZS.
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Rysunek 5. Bariera naskorkowa w zdrowej skorze oraz w skorze dotknietej atopig
[zaadoptowano z 52 i dostosowano].

2.1.3. Zaburzenia w skladzie mikrobiomu skory

W zdrowej skorze bakterie komensalne na powierzchni naskorka sa w rownowadze do bakterii
patogennych. Prawidlowy mikrobiom cechuje si¢ bior6znorodnoscia gatunkowa i wysoka stabilnoscia.
W przebiegu AZS, szczegdlnie w postaci umiarkowanej i cigzkiej, na skutek zaburzonych funkcji
bariery naskérkowej dochodzi do dysproporcji pomiedzy bakteriami komensalnymi, a patogennymi.
Objawia si¢ to zmniejszeniem liczby bakterii komensalnych z rodzajow Streptococcus, szczegodlnie
Streptococcus epidermidis, a takze Corynebacterium, Cutibacterium, Proteobacteria oraz wzrostem
liczebnos$ci bakterii patogennych z rodzaju Staphylococcus, w szczegolnosci Staphylococcus aureus
[48,59]. Zmiany ilosciowe w sktadzie mikrobioty moga wystgpi¢ na dlugo przed wystgpieniem
objawow klinicznych choroby. Staphylococcus aureus nalezacy do bakterii Gram (+) jest najczestszym

patogenem powodujacym kliniczne objawy infekcji skory [59]. Im wigksza kolonizacja skory tym
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patogenem, tym wigksze nasilenie zmian skornych i ciezszy przebieg choroby. S. aureus przyczynia si¢
do dysfunkcji bariery naskérkowej zmniejszajac zawarto$¢ filagryny w skorze, zaburzajac strukture
korneocytow, podwyzszajac pH naskérka oraz zmniejszajac wydzielanie peptydoéw a dziataniu
antybakteryjnym, takich jak defensyna i katelicydyna [43,59]. Ponadto, S. aureus uszkadzajac bariere
naskorkowa przenika do wnetrza skory wlasciwej nasilajac stan zapalny oraz zmieniajac odpowiedz
uktadu immunologicznego. Enterotoksyny wydzielane przez patogen aktywuja limfocyty i makrofagi
oraz pobudzaja ekspresje IL-31, ktora odpowiada za $wiad [43,48,59]. Poza kolonizacja skory przez
patogenne bakterie, w okresie zaostrzen choroby u chorych wystepuje zwigkszona kolonizacja
drozdzakow z gatunku Malessezia, gobwnie Malessezia restricta, Malassezia globosa 1 Malessezia
sympodialis. Liczniej wystepuja réwniez grzyby: Candida albicans oraz Cryptococcus. W przebiegu

AZS zaburzony jest nie tylko mikrobiom skorny, ale rowniez jelitowy [59].

2.2. Pielegnacja skory z AZS

Niestety, AZS nie da si¢ wyleczy¢, jednak mozna osiggna¢ wieloletnig remisje choroby poprzez
profilaktyke oraz wspomaganie leczenia [18,60]. Kluczowa rolg odgrywa przywrocenie prawidtowych
funkcji bariery naskorkowej, a tym samym fizjologicznego pH powierzchni skory i réwnowagi
mikrobiomu, a takze redukcja stanu zapalnego [18]. Poza leczeniem za pomoca glikokortykosteroidow
miejscowych (mGKS), ktore stosuje si¢ w fagodnym do umiarkowanego przebiegu choroby, a takze
stosowanych w ciezkiej postaci miejscowych inhibitorow kalcyneuryny (mlK), ktére hamuja aktywacje
limfocytow T i uwalnianie cytokin prozapalnych ogromne znaczenie ma codzienna pielegnacja skory z
uzyciem produktow emolientowych, bez ktorej nie ma skutecznego leczenia [17-18, 60]. Regularne
stosowanie emolientow, kilka razy dziennie, znacznie zmniejsza prawdopodobienstwo progresji
choroby i pomaga osiggna¢ stan remisji [17-18]. W przeciwienstwie do glikokortykosteroidow,
preparaty te majg znacznie mniej dziatan niepozadanych: nie powoduja zahamowania syntezy kolagenu,
1 $cienczenia naskorka, nie uszkadzaja bariery naskorkowej i moga by¢ bezpiecznie stosowane przez
wiele miesigcy. Ponadto, mycie skory atopowej znaczaco wptywa na stan bariery naskorkowej. Mydta
alkaliczne i detergenty rozpuszczajg lipidy cementu migdzykomoérkowego oraz ptaszcza lipidowego
naskorka, a takze podwyzszaja pH skory przyczyniajac si¢ do poglebiania dysfunkcji bariery
naskoérkowej [61]. Powoduja rowniez uwolnienie prozapalnych cytokin przez korneocyty warstwy
rogowej naskorka wptywajac na aktywno$¢ proteazy serynowej. Wykazujg rowniez dziatanie draznigce
na skore, szczegolnie przy uszkodzonej barierze naskorkowej tak, jak ma to miejsce w AZS. Dlatego
odpowiednio skomponowane i dobrane do potrzeb skory atopowej produkty myjace sg tak samo istotne

w codziennej pielggnacji, jak produkty emolientowe [61].

2.2.1. Rola emolientow

Termin ,,emolienty” ma dwojakie znaczenie. Moze odnosi¢ si¢ zardéwno do sktadnikow

kosmetykow o charakterze lipofilowym, wykazujacych dzialanie nattuszczajace, regenerujace,
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zmigkczajgce oraz wygladzajace skore, a takze do grupy produktéw kosmetycznych o zblizonych
wla$ciwosciach, przeznaczonych do pielegnacji skory suchej i atopowej. W podrozdziale odniesiono si¢
do grupy produktéw zawierajacych w swoim skladzie fizjologiczne lipidy, takie jak ceramidy i
wielonienasycone kwasy tluszczowe, a takze inne lipidy w postaci estréw kwasdéw thuszczowych,
glicerolipidow (fosfolipidow, triglicerydow), steroli (cholesterol) oraz woskow. Jak opisano w
podrozdziale 2.1.2. macierz lipidowa w warstwie rogowej moze odgrywac kluczowa role jako czgsé
bariery skomej, jednak w przebiegu AZS nie funkcjonuje ona prawidtlowo. W skorze atopowej
wystepuja zaburzenia w sktadzie lipidow cementu miedzykomoérkowego oraz ich znaczne niedobory.
Na mutacje genowe, ktore przyczyniaja si¢ do takiego stanu nie mamy wpltywu, jednak mozemy
odbudowywac lipidy naskorkowe poprzez dostarczenie ich z zewnatrz, w postaci miejscowe;j aplikacji
na skore jako emolienty. W licznych badaniach udowodniono, ze stosowanie emolientéw kilka razy
dziennie, rowniez w okresie remisji choroby odbudowuje integralnos¢ bariery naskorkowej
zmnigjszajac suchos¢, $wigd oraz zapobiegajac infekcjom skory [17,18,60,62]. Bardzo wazny jest
rodzaj zastosowanych sktadnikéw emoliencyjnych w produkcie, poniewaz nie kazdy emolient bedzie
odpowiedni dla skory atopowej. Wykazano, ze lipidy zgodne z fizjologicznymi lipidami wystepujacymi
w warstwie rogowej s3 szybko wchianiane do komorek warstwy kolczystej i ziarnistej, wlaczajac sie w
ich struktury w procesie powstawania lipidow de novo [18,62]. Wykazuja one zdecydowanie lepsze
rezultaty w ograniczaniu przeznaskorkowej utraty wody (TEWL) od emolientow zawierajacych
syntetyczne, okluzyjne sktadniki, jak parafina [62-63].

Szczegolnym rodzajem emolientéw sa produkty ,.,emolient plus”, ktére oprocz fizjologicznych
lipidow zawieraja rowniez substancje czynne pochodzace z roslin, takie jak saponiny, czy flawonoidy o
dziataniu przeciwzapalnym i przeciw$§wiadowym. Produkty te moga rowniez zawiera¢ substancje
aktywne zamknigte w réznego rodzaju no$nikach. Pojawiajace si¢ w ostatnich latach badania wykazaty,
ze regularne stosowanie produktow ,.emolient plus” moze przywrdci¢ funkcje bariery naskorkowej,
zmniejszy¢ produkcje cytokin prozapalnych oraz aktywacje komorek tucznych. Ponadto, stosowanie
tego typu produktéw moze op6zni¢ wystapienie choroby i zmniejszy¢ zapotrzebowanie na miejscowe
kortykosteroidy w leczeniu pacjentdéw z umiarkowang do ciezkiej postaci choroby. Udowodniono
rowniez, ze kuracja produktami ,,emolient plus” znaczaco zmniejszyta Swiad i rumien, jednoczesnie
zwigkszajac nawilzenie skory u dorostych cierpigcych na AZS, a takze zwiekszyla réznorodnosé
mikrobiomu skory regulujac jego rownowage [17, 64-66].

2.2.2. Lagodne mycie skory

Kolejnym istotnym etapem w pielegnacji skory suchej i1 atopowej jest jej mycie z
zastosowaniem tagodnych surfaktantow oraz substancji renatluszczajacych, ktére nie naruszaja
integralnosci bariery naskorkowej, ale wspomagaja jej odbudowe oraz tagodza suchos$¢ skory. Wybor
preparatu myjacego jest wazng, integralng czgscia leczenia AZS. Niestety, wickszo$¢ surfaktantoéw ma

potencjal draznigcy, szczegolnie w przypadku dysfunkcji warstwy rogowej naskorka. Ponadto, moga
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one uszkadza¢ barier¢ naskorkowg na wiele sposobow. Jednym z nich jest denaturacja bialek
wystepujacych w naskorku, takich jak filagryna, inwolukryna, czy lorikryna, ze wzgledu na gestosé
tadunku agregatow surfaktantow zwigzanych z biatkiem [67,68]. Innym mechanizmem jest uszkodzenie
lipidow spowodowane przez adsorpcje surfaktantow do dwuwarstw lipidowych warstwy rogowe;j
naskorka, zmieniajac ich strukturg. Zasadowe pH produktu myjacego jest kolejnym czynnikiem
uszkadzajacym barier¢ naskérkowa. W zwiazku z tym mydla zasadowe, ktorych pH waha si¢ w
przedziale 9-10 nie sg dobrym wyborem. Najwyzszy potencjal uszkodzenia biatek i lipidow maja
surfaktanty anionowe, zaraz po nich sa surfaktanty amfoteryczne, a najmniejszy potencjal maja
surfaktanty niejonowe, do ktorych naleza alkilopoliglukozydy (Appyclean 6781), soforolipidy
(Sophance LA-A) oraz glukozydy (Olivoil Fruttoside BAS) zastosowane w recepturze emulsji do mycia
ciala bedacej jednym z pigciu produktow stanowigcych cel niniejszej pracy. Potencjal draznigcy
surfaktantow anionowych mozna ztagodzi¢ zmniejszajgc fadunek anionowy poprzez wtaczenie réznych
przeciwjonow i/lub kosurfaktantow, aby utworzy¢ mieszane micele. Innym sposobem jest wlaczenie do
receptury emolientow i humektantow [67,68].

Podsumowujac, mydta zasadowe sg kategorycznie przeciwwskazane do mycia skory atopowe;.
Nalezy je zamieni¢ na produkty typu syndet, oparte na syntetycznych surfaktantach, ktére maja pH lekko
kwasne (pH 5,5), zblizone do fizjologicznego pH skory. Badania wykazaty poprawe kliniczng przy
stosowaniu produktow myjacych bez mydta w polaczeniu z miejscowymi metodami leczenia AZS [69].
Przewage s$rodowiskowa nad syndetami maja tagodne dla skoéry oraz bezpieczne dla $rodowiska
wodnego, tatwo biodegradowalne produkty myjace zawierajace surfaktanty pochodzace z
biofermentacji, niejonowe, o niskim potencjale drazniacym [39]. Ponadto, niezbedne dla ochrony
bariery naskorkowej oraz jej odbudowy, a takze ztagodzenia dziatania surfaktantow sa emolienty [67-

69]

3. Wakrota azjatycka [D2]

Wakrota azjatycka (Centella asiatica L.) jest rosling leczniczg nalezaca do rodziny Apiaceae

(selerowatych), rosnaca wokot zbiornikow wodnych, w krajach potudniowo-wschodniej Azji, gtéwnie
w Indiach, Chinach, Japonii, Malezji i Indonezji. Od blisko 3000 Iat jest stosowana w medycynie
ajurwedyjskiej, a w XIX wieku zostala wprowadzona do Farmakopei Indyjskiej [70-71]. Liczne, cenne
wlasciwosci rosliny byty wykorzystywane w leczeniu chordb skory: ran, blizn, oparzen, tradu, tuszczycy,
egzemy, twardziny skornej, tradziku i bielactwa. Ponadto, wakrota byta stosowana doustnie w leczeniu
choréb uktadu nerwowego, takich jak zaburzenia snu, depresja, choroba Alzheimera, a takze w
zaburzeniach endokrynologicznych, trawiennych 1 sercowo-naczyniowych [71-72]. Badania
prowadzone na przestrzeni lat potwierdzity wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne,
immunomodulujgce, przeciwbakteryjne, przywracajace rownowage mikrobiomu jelitowego,
neuroprotekcyjne, kardioprotekcyjne, hepatoprotekcyjne, przeciwlekowe, zapobiegajagce widknieniu

kolagenu, przeciwartretyczne, przeciwnowotworowe i przeciwdepresyjne wakroty azjatyckiej [72-76].
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Za wielokierunkowe dziatanie rosliny odpowiadajg zawarte w liSciach saponiny triterpenowe, gtdwnie
madekasozyd, kwas madekasowy, azjatykozyd oraz kwas azjatykowy. Maja one podobng strukture,
jednak kazdy z nich ma nieco inne wlasciwosci [77]. Inne substancje wyizolowane z czgéci nadziemnej
wakroty azjatyckiej obejmuja: monoterpeny, seskwiterpeny, garbniki, fitosterole, flawonoidy, olejki

eteryczne, aminokwasy i witaminy, takie jak witamina C, witamina B1 i witamina B2 [71].

3.1. Madekasozyd i azjatykozyd- gldwne saponiny triterpenowe [D2]

Przedstawiony rozdziat opiera si¢ na publikacji przegladowej [D2] zatytulowanej ,,Saponiny
triterpenowe pochodzace z Centella asiatica L.”. Dokonano w niej obszernej charakterystyki wakroty
azjatyckiej, opisano dostgpne surowce rynkowe oraz sktad chemiczny rosliny ze szczegdlnym
uwzglednieniem wlasciwosci terapeutycznych, zastosowania oraz budowy glownych saponin
triterpenowych, takich jak madekasozyd, azjatykozyd, kwas madekasowy oraz kwas azjatykowy. W
przegladzie zwrocono uwage na dzialanie tych zwigzkéw na skore oraz ich wykorzystanie w leczeniu
dermatoz [D2].

Triterpeny obejmuja najliczniejsza grupe substancji czynnych zawartych w zielu wakroty
azjatyckiej — stanowig do 8 % sktadowych rosliny [77]. Najwyzsze stezenie oraz aktywnos$¢ biologiczng
wykazuja pieciocykliczne glikozydy triterpenowe, pochodne ursanu- madekasozyd i azjatykozyd,
ktorych wzory strukturalne przedstawiono na rysunku 6. Madekasozyd to zwigzek o wzorze
sumarycznym CsgH73020 1 masie czasteczkowej 975,1 g/mol. Wykazuje dobra rozpuszczalno$s¢ w
wodzie 1 etanolu (100 mg/mL w 25 °C). Wzdér sumaryczny azjatykozydu to CisH7s019, a masa
czasteczkowa tego zwiazku wynosi 959,1 g/mol. Azjatykozyd nie rozpuszcza si¢ w wodzie i etanolu,

natomiast jest dobrze rozpuszczalny w dimetylosulfotlenku DMSO (100 mg/mL w temp. 25 °C).
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Ho Y ° 3 H(;/J’OH
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Rysunek 6. Wzory strukturalne: a) madekasozydu, b) azjatykozydu.
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Substancje te wykazujg szerokie spektrum dziatania ogolnoustrojowego: przeciwnowotworowe,

przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwwirusowe, antybakteryjne, = immunomodulujace,
wspomagajace ziarninowanie, neuroprotekcyjne, hepatoprotekcyjne, ochronne na ptuca [77-80]. Wiecej
informacji o szerokim dziataniu tych zwiazkéw znajduje si¢ w publikacji [D2]. W kontekscie niniejszej
pracy szczegolnie istotne jest wielokierunkowe dziatanie madekasozydu i azjatykozydu na skore, ktére

przedstawiono na rysunku 7.
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Rysunek 7. Dzialanie madekasozydu i azjatykozydu na skére [schemat wlasny na podstawie 79-81].

3.2. Wakrota azjatycka we wspomaganiu leczenia AZS

Saponiny triterpenowe obecne w ekstrakcie z wakroty azjatyckiej, lub wyizolowane z tej rosliny
jako czyste zwigzki chemiczne, wykazujg dziatanie w odpowiedzi na kluczowe procesy zapalne
zachodzace w skorze osob chorych na AZS. W przeprowadzonych w ciagu ostatniej dekady nadal
nielicznych badaniach na modelach mysich, gdzie indukowano wystgpienie atopowego zapalenia skory
udowodniono dzialanie immunomodulujace, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze
oraz regulujgce mikrobiom skory po zastosowaniu ekstraktu z wakroty azjatyckiej lub wyizolowanych

z niego triterpenow: madekasozydu, azjatykozydu, kwasu azjatykowego i kwasu madekasowego [21,
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82-87]. W badaniu przeprowadzonym przez Lee i zespo6t atopowe zapalenie skory u myszy indukowano
za pomocg 2.,4-dinitrochlorobenzenu (DNCB). Ekstrakt z wakroty azjatyckiej podawano myszom
doustnie w dawce 200 mg/kg masy ciala, lub aplikowano miejscowo w dawce 80 pg/cm? powierzchni
skéry. W obu grupach zaobserwowano zmniejszenie nacieku komoérek tucznych w skorze ucha,
zahamowanie odpowiedzi limfocytéw Thl i Th2 oraz zmniejszenie ilo$ci cytokin prozapalnych, takich
jak TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 oraz cyklooksygenaza-2 (COX-2) [21]. Podobne wyniki
otrzymal zespot Park’a aplikujac standaryzowany ekstrakt z wakroty azjatyckiej (TECA) w stezeniu
0,2 % 10,4 % (40 g/cm? lub 80 g/cm?) na skore grzbietu lub za uchem u myszy, trzy razy w tygodniu
przez okres czterech tygodni. TECA zawierata w skladzie: kwas azjatykowy (30 %), kwas madekasowy
(29-30 %) i azjatykozyd (40 %). AZS wywotano za pomocg roztworu bezwodnika ftalowego o stgzeniu
5 %. Analiza histopatologiczna tkanki skérnej wykazata, ze TECA hamuje nadmierne rogowacenie
naskorka i naciekanie komorek zapalnych, aktywno$¢ indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS), COX-
2, jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB), a takze uwalnianie cytokin prozapalnych:
TNF-a, IL-1, IL-6 i IgE [20]. NF-kB jest zaangazowany w uwalnianie cytokin, a zahamowanie jego
dzialania niweluje stan zapalny. W kolejnym badaniu sprawdzono potencjal immunomodulujacy i
przeciwzapalny TECA w potaczeniu z astaksantyna na takim samym mysim modelu AZS [84]. Myszy
podzielono na trzy grupy: pierwszej aplikowano miejscowo TECA w stezeniu 0,5 %, drugiej grupie
aplikowano astaksantyne¢ w stezeniu 0,5 %, natomiast trzecia grupa testowata potaczenie 0,25 % TECA
i 0,25 % astaksantyny (20 pg/cm? skory) trzy razy dziennie przez okres czterech tygodni. Zmiany
morfologiczne skory oraz grubo$¢ naskorka zostaly znaczaco zmniejszone zaréwno po zastosowaniu
TECA, astaksantyny oraz potaczenia TECA z astaksantyna, jednakze najwicksze dziatanie hamujace
ekspresje iNOS i COX-2, oraz uwalnianie TNF-a, IL-6 i IgE zaobserwowano w przypadku leczenia
skojarzonego- TECA w potaczeniu z astaksantyng [82]. Ponadto, zespdt Park’a przeprowadzitl trzecie
badanie, w ktérym sprawdzono dziatanie TECA w no$nikach- fitosomach. Warunki przeprowadzenia
badania byly niezmienne. Myszom aplikowano na skore 100 pl (20 pl/cm?) fitosomu zawierajgcego
TECA w stezeniu 0,2 %, lub 0,4 % trzy razy w tygodniu przez okres czterech tygodni. Otrzymano
podobne rezultaty, jak w dwoch poprzednich badaniach z wykorzystaniem TECA [83]. Dowiedziono
rowniez, ze kwas azjatykowy wyizolowany z ziela wakroty azjatyckiej hamuje powstawanie zmian
skornych w przebiegu AZS poprzez wzmacnianie immunomodulacji i hamowanie stanu zapalnego [84].
Dziatanie immunosupresyjne ekstraktu z wakroty azjatyckiej mozna przypisaé wlasciwosciom
przeciwalergicznym 1 przeciwzapalnym wykazywanym przez saponiny triterpenowe obecne w
ekstrakcie. Badania potwierdzily rowniez, ze ekstrakt z wakroty azjatyckiej ma dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe przeciwko roznym rodzajom bakterii i grzybow. W przypadku AZS dziatanie
przeciwko Staphylococcus aureus ma specjalne znaczenie i zostato potwierdzone w badaniach [85-87].

Powyzsze badania wskazuja, ze standaryzowany ekstrakt z wakroty azjatyckiej, lub saponiny
triterpenowe wyizolowane z tej ros$liny moga by¢ bezpiecznymi i skutecznymi alternatywnymi srodkami

terapeutycznymi wspomagajacymi leczenie atopowego zapalenia skoéry. Ponadto, w badaniach
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toksykologicznych udowodniono, ze wakrota azjatycka stosowana w zalecanych dawkach nie jest
toksyczna, a mozliwe skutki uboczne sg rzadkie [88].

Ekstrakty z wakroty azjatyckiej wydaja si¢ by¢ alternatywa dla leczenia glikokortykosteroidami,
lub inhibitorami kalcyneuryny, ktore stosowane przewlekle wykazuja duzo skutkéw ubocznych, takich
jak atrofia skory i powstawanie rozstepdw, odczucie pieczenia skory. Saponiny triterpenowe
wyizolowane z Centella asiatica L. mogg stanowi¢ bezpieczna i skuteczng terapie¢ w AZS, jednak temat

wymaga przeprowadzenia badan aplikacyjnych in vivo.

3.3. Charakterystyka surowcow otrzymanych z wakroty azjatyckiej

zastosowanych w recepturach dermokosmetykow

Na rynku dostepnych jest wiele surowcow kosmetycznych otrzymanych z ziela wakroty
azjatyckiej, lub zawierajacych wyizolowane z rosliny triterpeny: ekstraktow, komorek macierzystych,
réznego rodzaju nosnikow, takich jak liposomy, mikroigly, czy mikroemulsje [88]. Niestety, surowce te
nie zawsze sg standaryzowane na zawartos¢ gldwnych saponin triterpenowych o kluczowym dziataniu
przeciwzapalnym, immunomodulujacym i przeciwbakteryjnym, co oznacza, ze mogg zawiera¢ bardzo
mate ilosci tych substancji, a kazda partia surowca moze rézni¢ si¢ od siebie sktadem. Czesto sktad
ekstraktow nie jest znany, poniewaz producent nie oznaczyl iloSciowo i jakoSciowo substancji
aktywnych wyekstrahowanych z rosliny. Na skuteczno$¢ dziatania surowcow roslinnych na skore
zdecydowany wptyw ma ich jako$¢ i stgzenie substancji czynnych. Z tego powodu, z dostgpnych na
rynku surowcow otrzymanych z lisci wakroty azjatyckiej wytypowano kilka ekstraktow zgodnych ze
standardami COSMOS, otrzymanych metodami zielonej ekstrakcji z uzyciem rozpuszczalnika
pochodzenia naturalnego. Ekstrakty te nie bylty standaryzowane, dlatego w toku badan bedacych jednym
z celow niniejszej pracy dokonano analizy zawartosci madekasozydu i azjatykozydu w wytypowanych
ekstraktach rynkowych za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), aby
wyselekcjonowac ekstrakt o najwyzszej zawartosci madekasozydu i azjatykozydu. Surowce rynkowe
wytypowane do badan opisano ponizej. Drugi surowiec otrzymany z lisci wakroty azjatyckiej o nazwie
handlowej Centella Asiatica Bioferment GEO zostat opracowany przy wspolpracy z firmg Laboratorium
Symbiosis Sp. z 0.0. przy uzyciu metody biotechnologicznej, jaka jest fermentacja z wykorzystaniem

bakterii.

3.3.1. Ekstrakt z lisci wakroty azjatyckiej

Wptyw na ilo$¢ madekasozydu i azjatykozydu w ekstrakcie ma zawarto$¢ tych substancji w
ro§linie, a takze rodzaj oraz warunki przeprowadzenia ekstrakcji [71]. Do badan zakwalifikowano
wylacznie ekstrakty, ktore spetniajg kryteria COSMOS, z zwiazku z czym proces ich otrzymywania,
uzyte metody i rozpuszczalniki sg zgodne z zasadami Zielonej Chemii, a wakrota azjatycka pochodzi z
plantacji monitorowanych, gdzie warunki uprawy i zbioru sg $cisle monitorowane. Takie kryteria

znacznie zawezity wybor, poniewaz tylko nieliczne ekstrakty z wakroty azjatyckiej dostgpne na rynku
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surowcOw kosmetycznych spehlniajg kryteria COSMOS. Charakterystyke wybranych do badan

ekstraktow przedstawia tabela nr 5. Do receptur zostal wprowadzony ekstrakt, ktory zawieral

najwicksze stezenie madekasozydu i azjatykozydu.

Tabela 5. Charakterystyka ekstraktow z wakroty azjatyckiej wytypowanych do badan (na podstawie
informacji od producentéw surowcow oraz kart charakterystyki).

Lp. Nazwa handlowa Producent Sklad wedlug INCI Charakterystyka
ekstraktu fizykochemiczna
1. CICA EXBG Radiant Butylene Glycol, Aqua, Centella = Transparentna,
ECO Asiatica Extract, Madecassoside, = klarowna ciecz
Asiaticoside
2. Made White Biospectrum, = Aqua, Pentylene Glycol, Ciecz o
Inc Madecassoside charakterystycznym
zapachu, barwy
ciemno brazowej
3. Multi EX Biospectrum, = Propanediol, Aqua, Centella Ciecz o
BSASM ECO Inc Asiatica Extract, Polygonum charakterystycznym,
Cuspidatum Root Extract, ziolowym zapachu,
Scutellaria Baicalensis Root barwy ciemno
Extract, Camellia Sinensis Leaf  brazowej
Extract, Glycyrrhiza Glabra Root
Extract, Chamomilla Recutita
Flower Extract, Rosmarinus
Officinalis Leaf Extract
4. Ekstrakt z Laboratoriu | Propanediol, Centella Asiatica Ciecz o ziolowym
wakroty m Symbiosis | Extract zapachu, barwy
azjatyckiej Sp. z 0.0. ciemno brazowej

3.3.2. Bioferment z lisci wakroty azjatyckiej

Bioferment z liSci wakroty azjatyckiej o nazwie handlowej Centella Asiatica Bioferment GEO
to surowiec otrzymany w wyniku fermentacji rosliny z wykorzystaniem bakterii Lactobacillus reuteri.
Zawiera on potaczenie aktywnych triterpendow pochodzacych z rosliny oraz produktow metabolizmu i
lizatow bakterii L. reuteri o wtasciwosciach postbiotycznych. Szczep mikroorganizmu uzyty w procesie
fermentacji zostal specjalnie dobrany w celu uzyskania konkretnych metabolitow o okreslonej
aktywnos$ci biologicznej, do ktorych nalezy miedzy innymi reuteryna wykazujaca wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i przeciwzapalne [89]. Dowiedziono w badaniach przeprowadzonych na
komorkach makrofagéw RAW 264.7 pochodzacych od myszy z odmiany BALB/c silne wlasciwosci
antyoksydacyjne reuteryny, ktdra zmniejszata poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w mitochondriach,
a takze poziom cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-18 i IL-6 [90]. Surowiec Centella Asiatica Bioferment
GEO zawiera reuteryne w ilosci 0,1-0,2 %. W surowcu obecne sg rowniez lizaty bakterii L. reuteri.
Ponadto surowiec zawiera kwasy: mlekowy (0,5-5,0 %), protokatechowy (0,1-0,8 %), kawowy
(0,1-0,5 %) 1 galusowy (0,1-0,4 %) powstajace w wyniku procesu fermentacji, a takze triterpeny
pochodzace z lisci wakroty azjatyckiej: kwas azjatykowy, azjatykozyd i madekasozyd.
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Najnowsze badania wskazuja, ze Lactobacillus reuteri jest coraz czgsciej stosowany miejscowo
jako zywe bakterie (probiotyki), lub jako niezywy mikroorganizm, jego metabolity oraz fragmenty
$cian komorkowych i lizaty powstajace w wyniku lizy, rozbicia i fragmentacji komoérek (postbiotyki)
w leczeniu atopowego zapalenia skory [91]. Ze wzgledu na to, ze stosowanie probiotykéw w produktach
kosmetycznych stwarza wiele wyzwan w zakresie sprostania regulacjom dotyczacym limitéw bakterii
w badaniu mikrobiologicznym masy kosmetycznej, a takze podczas procesu produkcji kosmetyku, w
recepturach bedacych przedmiotem niniejszej pracy wykorzystano postbiotyk. Postbiotyki to zwiazki
bioaktywne otrzymywane w procesie fermentacji przeprowadzanej glownie przez bakterie kwasu
mlekowego 1 drozdze, zwlaszcza Saccharomyces cerevisiae. W przeciwienstwie do probiotykow
zawierajacych zywe Dbakterie, postbiotyki sa definiowane jako ,preparat nieozywionych
mikroorganizméw i/lub ich skladnikow, ktory zapewnia korzys$¢ zdrowotna gospodarzowi” [92].
Postbiotyk jest zdecydowanie tatwiejszy pod wzgledem technologicznym do wprowadzenia do receptur
kosmetykow, ktore spelniajg wymagania mikrobiologiczne dla produktow kosmetycznych. Ponadto,
postbiotyk uzyskany na drodze fermentacji z wakroty azjatyckiej ma okreslony sktad chemiczny i
aktywnos$¢ biologiczng w stanie niezywotnym, wyzszg stabilno$¢ w szerokim zakresie pH i temperatury,
a takze wykazuje dziatanie na mikrobiote skory poprzez interakcje z komorkami gospodarza [93].
Postbiotyki wykazuja podobna skuteczno$¢ biologiczng jak probiotyki, maja wlasciwosci
immunomodulujace, przeciwzapalne, antyoksydacyjne i przeciwbakteryjne, a jednocze$nie istnieje
mniejsze ryzyko wystapienia skutkéw ubocznych u ludzi po ich zastosowaniu [94-95].

Proces fermentacji generuje nie tylko postbiotyki, ale rowniez korzystnie wptywa na aktywno$¢
biologiczna fermentowanej rosliny. Przeksztalca zwigzki wielkoczasteczkowe znajdujace si¢ w roslinie
w struktury niskoczasteczkowe, zwigksza produkcje zwigzkow bioaktywnych, takich jak polifenole,
flawonoidy, kwasy organiczne, biatka, ceramidy, aminokwasy, enzymy i przeciwutleniacze [38].

Podsumowujac, bioferment z lisci wakroty azjatyckiej jest innowacyjnym surowcem,
zaprojektowanym z mys$la o potrzebach skory atopowej uwzgledniajac przy tym nieinwazyjny dla
srodowiska proces fermentacji. Zaréwno triterpeny pochodzace z Centella asiatica L., jak i postbiotyki
powstate z udzialem bakterii z L. reuteri moga stymulowaé uktad odpornos$ciowy i modulowac stany
zapalne skory, co posrednio wptywa rowniez na homeostaze mikrobiomu skory, ktora jest kluczowa dla

utrzymania integralno$ci bariery naskorkowej. Charakterystyke tego surowca przedstawia tabela nr 6.

Tabela 6. Charakterystyka fizykochemiczna surowca Centella Asiatica Bioferment GEO.

Sklad wedlug INCI Parametr Charakterystyka
fizykochemiczn
Aqua, Lactobacillus/Centella Asiatica pH 3,6-5,5
Extract Ferment, Gluconolactone, Sodium Postaé Zawiesina
Benzoate, Calcium Gluconate, Lactic Kolor Brazowy ciemny
Acid, Acetic Acid, Protocatechic Acid, Zapach Charakterystyczny, Zio}owy
Caffeic Acid, Gallic Acid, Reuterin Rozpuszczalnosé  CzeSciowo rozpuszczalny w wodzie
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III. CEL PRACY

Celem badan naukowych prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
pt. ?Opracowanie nowej linii dermokosmetykow naturalnych i biodegradowalnych, zgodnych z
zasadami zréwnowazZonego rozwoju oraz wymaganiami Ecocert/COSMOS, przyjaznych
Srodowisku i skérze ” bylo opracowanie zoptymalizowanej technologii wytwarzania pigciu naturalnych
produktéw dermokosmetycznych opartych o dziatanie emolientéw oraz substancji aktywnych
pochodzacych z ziela wakroty azjatyckiej (Centella asiatica L.), przeznaczonych do kompleksowej
pielegnacji i wspomagania leczenia skéry atopowej: kremu do twarzy, kremu do rak, balsamu do
ciala, emulsji do mycia ciala oraz olejku do demakijazu Ponadto, celem bylo wdrozenie zasad
zrOWnowazonego rozwoju poprzez opracowanie receptur dermokosmetykéw zgodnie ze standardami
COSMOS dla kosmetykéw naturalnych i organicznych, optymalizacje procesu produkcyjnego dla
uzyskania znacznie zmniejszonego zuzycia energii elektrycznej oraz wykorzystanie odpadow z

przemystu spozywczego wspierajac gospodarke w obiegu zamknigtym.
Cel ten zrealizowano w nastgpujacych etapach:

1. Oznaczenie zawarto$ci madekasozydu i azjatykozydu w czterech dostepnych na rynku
surowcow kosmetycznych ekstraktach z lisSci wakroty azjatyckiej metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Opracowanie i walidacja metody HPLC [D3]. Wybranie do
dalszych badan ekstraktu o optymalnej zawartosci madekasozydu i azjatykozydu, latwo
dostepnego do zakupu w ilosciach produkcyjnych.

2. Oznaczenie zawartosci madekasozydu i azjatykozydu w biofermencie z wakroty azjatyckiej
metoda HPLC.

3. Ocena $rodowiskowa surowcow kosmetycznych wyselekcjonowanych do opracowania receptur
dermokosmetykow (pochodzenie surowca, metody wytwarzania, zgodno$¢ z kryteriami
COSMOS, stopien biodegradowalnosci, toksycznos¢ dla organizméw wodnych) [D3].

4. Opracowanie sktadu ilosciowo-jakosciowego oraz procesu technologicznego wytwarzania ,,na
zimno”, bez koniecznos$ci podgrzewania sktadnikéw dla trzech réznych rodzajow podlozy
kosmetycznych (no$nikdéw): emulsji typu W/O, emulsji typu O/W oraz zelu [D3].

5. Ocena uzyteczno$ci opracowanego procesu technologicznego otrzymywania emulsji typu w/o,
emulsji typu o/w oraz zelu ,,na zimno” poprzez badania stabilnosci otrzymanych podlozy
kosmetycznych opisanych w punkcie 4 w podwyzszonej temperaturze (45 °C), co stanowi
przyspieszone testy starzeniowe [D3]

6. Zbadanie stabilno$ci madekasozydu i azjatykozydu w opracowanych podtozach kosmetycznych
(no$nikach) opisanych w punkcie 4, przechowywanych w temperaturze 45 °C przez okres dwoch
miesiecy. Stabilno$¢ badanych substancji potwierdzono za pomoca HPLC oznaczajac ilo$¢

madekasozydu i azjatykozydu tuz po przygotowaniu no$nikow oraz po 1 i 2 miesigcach ich
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przechowywania w podwyzszonej temperaturze. Badanie potwierdzito skuteczno$¢ nosnikow
przygotowanych w procesie na zimno w ochronie substancji aktywnych [D3].

7. Badanie uwalniania madekasozydu i azjatykozydu wyizolowanych z lisci wakroty azjatyckiej z
otrzymanych w pkt. 4 podlozy kosmetycznych (no$nikdéw): emulsji typu o/w emulsji typu w/o
oraz zelu. Oznaczenie iloSciowe madekasozydu i azjatykozydu uwolnionych do ptynu
akceptorowego za pomoca HPLC. Ocena wptywu stezenia substancji aktywnej, rodzaju podtoza
kosmetycznego (rodzaju no$nika) oraz pH ptynu akceptorowego, ktére odpowiadato
fizjologicznemu pH zdrowej skory (pH=5,8) oraz podwyzszonemu pH skory atopowej (pH=7,4)
na profil i kinetyke uwalniania madekasozydu i azjatykozydu. Warunki przeprowadzenia badania
byly zaprojektowane ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci miejscowego zastosowania
no$nikdw na skorg atopowa (wartosci pH ptynu akceptorowego, sktad emulsji o/w oraz w/o
bogaty w emolienty). Badanie to umozliwito wybranie najbardziej optymalnych podtozy
kosmetycznych oraz zweryfikowato wptyw zaroéwno fizjologicznego pH zdrowej skory oraz
podwyzszonego pH skory atopowej, a takze stezenia substancji aktywnych na profil ich
uwalniania [D3].

8. Opracowanie formulacji dermokosmetykéw pielegnacyjnych, bazujac na dwoch podtozach
opisanych w punkcie 4:

e emulsji typu w/o zaadoptowanej jako baza dla balsamu do ciala i kremu do rak

e emulsji typu o/w zaadoptowanej jako baza dla kremu do twarzy
Formulacje dermokosmetykdéw pielegnacyjnych zostaly opracowane w wersji bazowej (bez
substancji aktywnych otrzymanych z liSci wakroty azjatyckiej) oraz w wersji zawierajacej
substancje aktywne pochodzace z wakroty azjatyckiej opisane w punktach 1-2 [D4- D5].

9. Opracowanie formulacji dermokosmetykow myjacych, bazujac na procesie technologicznym
opisanym w punkcie 4:

e emulsji do mycia ciata (typ o/w)
e olejku do demakijazu
zawierajacych substancje aktywne pochodzace z wakroty azjatyckiej opisane w punktach 1-2.
10. Badanie parametrow fizykochemicznych (odczyn pH, gestosé, lepkos¢) formulacji
dermokosmetycznych opisanych w punktach 7-8 [D4].

11. Badania dermatologiczne (skorne testy ptatkowe pototwarte) formulacji dermokosmetycznych
opisanych w punktach 7-8 przeprowadzone na ochotnikach posiadajacych skorg wrazliwag [D5].

12. Badania aplikacyjno-aparaturowe in vivo potwierdzajace skuteczno$¢ dziatania produktow
dermokosmetycznych wymienionych w punktach 7-8 na skore atopowa:

e dla produktéw pielegnacyjnych: porownanie proby badanej, zawierajacej ekstrakt i
bioferment z wakroty azjatyckiej z proba kontrolng, niezawierajgcg substancji
aktywnych pochodzacych z wakroty azjatyckiej (kontrolowane badania

randomizowane, pojedynczo zaslepione). Oceniono statystycznie istotne roznice
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pomigdzy grupg eksperymentalng, a grupg kontrolng w warto$ciach mierzonych
parametrow skéry: TEWL [D4], nawilzenie warstwy rogowej naskorka, pH
powierzchni skory, rumien, wygladzenia powierzchni skoéry (parametr SEsm),
szorstkos¢ powierzchni skory (parametr SEr), stopien ztuszczania naskorka (parametr
SEsc) [D5].

e dla produktéw myjacych: ocena parametrow skoéry dla proby badanej: TEWL,
nawilzenie warstwy rogowej naskorka, pH powierzchni skory, rumien. Ze wzgledu na
krotki czas przebywania produktow sptukiwalnych na skoérze zaniechano poréwnania z
proba kontrolna.

13. Badanie wptywu balsamu do ciata zawierajacego ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej na
mikrobiom skdry ochotnikow cierpigcych na AZS, porownujac ilo$§¢ i rodzaj bakterii
wyizolowanych ze zgigcia tokciowego przed aplikacjg balsamu do ciata oraz po miesiacu jego
stosowania. Badanie umozliwito potwierdzenie pozytywnego wplywu testowanego produktu na

mikrobiom skéry chorych na AZS.
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topical formulations, Molecules 2024, 29, 23, 5583; https://doi.org/10.3390/molecules29235583
(IF=4.2, punkty MNiSW=140)

D4 Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, Izabela Nowak, Wplyw Kkosmetykow
zawierajacych ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej na wybrane parametry bariery
naskorkowej u chorych na atopowe zapalenie skéry, Chemik 2024, 3, 73, 185-189.
https://doi.org/10.15199/4.2024.3.5 (punkty MNiSW=20).

D5 Monika Krzyzostan, Agata Wawrzynczak, [zabela Nowak, Skin barrier in atopic dermatitis:
impact of sustainable emollients with Centella asiatica L. bioferment and extract, Journal of the

European Academy of Dermatology and Venereology (IF=8.5, punkty MNiSW=140) - wystane do

wydawnictwa

4. Opracowanie metodyki oznaczania zawartosci madekasozydu i

azjatykozydu za pomoca wysokosprawnej chromatografii

cieczowej (HPLC) [D3]

W ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano metodyke jakosciowego i ilosciowego
oznaczania madekasozydu 1 azjatykozydu z uzyciem HPLC, ktdrag wykorzystano do oznaczenia tych

zZwigzkow w:

» surowcach aktywnych otrzymanych z lisci wakroty azjatyckiej, zgodnych ze standardami COSMOS,
pochodzacych od réznych producentow

» przygotowanych podtozach kosmetycznych (no$nikach): emulsji o/w, emulsji w/o oraz zelu [D3]

» plynie akceptorowym podczas badania kontrolowanego uwalniania madekasozydu i azjatykozydu

z r6znych podlozy kosmetycznych (nosnikoéw): emulsji o/w, emulsji w/o oraz zelu [D3]

W tym celu wykorzystano wysokosprawny chromatograf cieczowy Varian 920-LC (Agilent

Technologies, USA) wyposazony w automatyczny podajnik probek i detektor UV-VIS.
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4.1. 'Wykorzystane odczynniki

Etanol 99,8 % zostal dostarczony przez firm¢ POCh (Gliwice). Wzorce analityczne
madekasozydu (98,0 %) i azjatykozydu (98,0 %) zostaly dostarczone przez Biopurify Phyto-chemicals
Ltd. (Chengdu, Chiny). Kwas trifluorooctowy klasy HPLC oraz acetonitryl klasy HPLC zostaty
dostarczone odpowiednio przez Honeywell Chemicals (Charlotte, NC, USA) i Merck KGaA (Darmstadt,
Niemcy). Roztwory buforowe o pH 5,80 i pH 7,40 zostaly zakupione od Honeywell Chemicals.

4.2. Dobor warunkow analizy HPLC

Do analiz wykorzystano kolumng¢ analityczng TSKgel C18 o wymiarach: 250 x 4,6 mm oraz
grubosci filmu 5 pm. Faza ruchomg byla mieszanina 0,1 % wag. roztworu kwasu trifluorooctowego
(TFA) w wodzie oraz acetonitrylu w stosunku objgtosciowym 72:28, z przeptywem izokratycznym 1,0
ml/min. Objetos¢ 20 pl kazdej probki nastrzykiwano na kolumne 3-krotnie, a z uzyskanych wynikow
wyliczono $rednig arytmetyczng. Przed przystgpieniem do badan chromatograficznych wyznaczono
analityczng dlugo$¢ fali (Amax) przy ktorej absorbancja promieniowania przez dany zwigzek jest
najwicksza. W tym celu przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne w zakresie UV-Vis,

wykorzystujac spektrofotometr Cary 50 (Varian). Dla obydwu zwigzkéw Amax wynosita 205 nm.

4.3. Walidacja metody HPLC [D3]

Analiza HPLC surowcow otrzymanych z wakroty azjatyckiej, podtozy kosmetycznych oraz
ptynu akceptorowego w trakcie badania kontrolowanego uwalniania madekasozydu i azjatykozydu byta
poprzedzona walidacja opisanej metody analitycznej. W celu okreslenia powtarzalno$ci metody kazda
z przygotowanych probek poddano serii trzech pomiardéw, a nastepnie na postawie wartosci srednich
obliczono odchylenie standardowe. Do obliczenia doktadnosci metody zastosowano metode odzysku
poprzez dodanie do ekstraktu z wakroty azjatyckiej roztworéw wzorcowych madekasozydu i
azjatykozydu o stgzeniach 0,050, 0,070 i 0,090 mg/ml. Nastepnie uzyskane probki analizowano (n = 3)
za pomocg HPLC, podajac procent odzysku. Liniowo$¢ metody okreslono poprzez obliczenie wartosci
wspolczynnika korelacji R? dla kazdej z krzywych kalibracyjnych (rys. 9 ai 9 b). Specyficzno$¢ metody
potwierdzono poprzez poréwnanie czasOw retencji pikow uzyskanych dla badanych probek z czasami
retencji wzorcow. Wyznaczono réwniez parametry LOD (ang. limit of determination) i LOQ (ang. limit
of quantification) opracowanej metody zgodnie z réwnaniami (1) i (2), dokonujac analizy $lepej proby

(n=06):

(1) LOD = (3.3 x BSTD)/S
(2) LOQ = (10 x BSTD)/S
gdzie:

BSTD - odchylenie standardowe powierzchni piku §lepej proby
S - nachylenie krzywej kalibracyjnej
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Precyzje obliczono uzywajac wzglednego odchylenia standardowego z analizy HPLC (n = 3)
roztwordéw wzorcowych o stezeniach 0,050 mg/ml, 0,070 mg/ml oraz 0,090 mg/ml. Wynik podano jako
procent wzglednego odchylenia standardowego (% RSD) analizy (tab. 7).

Tabela 7. Parametry walidacji metody HPLC dla oznaczania madekasozydu i azjatykozydu-[D3].

Parametr Madekasozyd Azjatykozyd ‘
LOD [mg/mL)] 0,0045 0,0053
LOQ [mg/mLj] 0,0136 0,0159
Precyzja [% RSD] 0,87 1,29
Odzysk [%] 104,71 + 1,35 111,95+0,98

4.4. Przygotowanie krzywych kalibracyjnych

W zwiazku z tym, Zze wykonanie poszczegélnych analiz z wykorzystaniem HPLC
przedstawionych w rozdziale 4 dzielita znaczna odleglo$¢ czasowa oraz ilosci oznaczanych substancji
roznity sie¢ od siebie, sporzadzono dwa zestawy krzywych kalibracyjnych dla madekasozydu i
azjatykozydu. Pierwszy z nich zostal wykorzystany do oznaczenia madekasozydu i azjatykozydu w
surowcach otrzymanych z wakroty azjatyckiej (ekstraktach i biofermencie) oraz w opracowanych
podtozach kosmetycznych w celu potwierdzenia stabilno$ci tychze triterpenéw (rys. 8a). Natomiast
drugi zestaw krzywych kalibracyjnych (rys. 8b) zostat przygotowany w celu oznaczenia madekasozydu
1 azjatykozydu w plynie akceptorowym podczas badania kontrolowanego uwalniania z r6znych podtozy
kosmetycznych [D3].

W celu sporzadzenia pierwszego zestawu krzywych kalibracyjnych dla madekasozydu i
azjatykozydu przygotowano roztwor wzorcowy o stezeniu 0,05 mg/ml poprzez rozpuszczenie 2,5 mg
madekasozydu oraz 2,5 mg azjatykozydu w 50 ml etanolu. Nastgpnie przygotowano rozcienczenia
roztworu wzorcowego o stezeniach: 0,01 mg/ml, 0,015 mg/ml, 0,020 mg/ml, 0,025 mg/ml, 0,030 mg/ml,
0,035 mg/ml, 0,040 mg/ml.

Roztwor wzorcowy o stezeniu 0,1 mg/ml do sporzadzenia drugiego zestawu krzywych
kalibracyjnych dla madekasozydu i azjatykozydu przygotowano poprzez rozpuszczenie 5 mg
madekasozydu oraz 5 mg azjatykozydu w 50 ml etanolu. Nastgpnie przygotowano rozcienczenia
roztworu wzorcowego o stezeniach: 0,03 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,07 mg/ml,
0,08 mg/ml.

Otrzymane roztwory przesgczono przez filtry strzykawkowe o $rednicy porow 0,22 pum i
umieszczono w szklanych fiolkach do analizy HPLC. Kazdy z roztwordw nastrzyknigto trzykrotnie, a z
uzyskanych wynikow obliczono $rednig arytmetyczng. Ustalono czasy retencji dla madekasozydu i
azjatykozydu, co w pdzniejszym etapie badan pozwolito na identyfikacje pikow pochodzacych od tych
substancji w probkach ekastraktow oraz biofermentu z wakroty. Na podstawie uzyskanych wynikow

wyznaczono krzywe kalibracyjne dla madekasozydu i azjatykozydu (rys 8a i 8b).
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Rysunek 8. Zestawy krzywych kalibracyjnych dla madekasozydu i azjatykozydu oznaczanych w:
a) ekstrakcie i biofermencie z wakroty azjatyckiej oraz w podtozach kosmetycznych;
b) ptynie akceptorowym podczas badania kontrolowanego uwalniania z r6znych podlozy
kosmetycznych.

4.5. Obliczenie zawartosci madekasozydu i azjatykozydu w analizowanych

probkach
Obliczenie zawarto$ci madekasozydu 1 azjatykozydu w analizowanych préobkach
przeprowadzono w oparciu o krzywa kalibracyjna bedaca funkcja liniowa postaci:
(3) y=ax+tb

gdzie:
a - wspotczynnik kierunkowy

b - wspotrzedna punktu przecigceia prostej z osig y
W przygotowanych krzywych kalibracyjnych argumentami funkcji (x) s3 stezenia oznaczanych

substancji, a warto$ciami (y) powierzchnie pikow chromatograficznych od nich pochodzacych.

4.6. Przygotowanie probek do analizy

W celu oznaczenia zawartosci madekasozydu i azjatykozydu w surowcach otrzymanych z lisci
wakroty azjatyckiej odwazono 1 g ekstraktu lub biofermentu i rozpuszczono w 10 ml etanolu przez
energiczne wytrzasanie, a nast¢pnie roztwor przefiltrowano przez filtr strzykawkowy PTFE Pureland o
srednicy poréow 0,45 um. Nastgpnie odmierzono 1 ml roztworu i umieszczono go w szklanej fiolce do

analizy HPLC.
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W celu oznaczenia zawarto$ci madekasozydu i azjatykozydu w przygotowanych podtozach
kosmetycznych (no$nikach): emulsji o/w, emulsji w/o oraz zelu [D3] odwazono 1 g badanej formulacji
do kolbki i uzywajac etanolu rozpuszczono w kolbce miarowej o pojemnosci 10 ml przez energiczne
wytrzasanie, a nastgpnie roztwor przefiltrowano przez filtr strzykawkowy PTFE Pureland o $rednicy
poréw 0,45 um. Nastepnie pobrano 1 ml otrzymanego roztworu i umieszczono go w szklanej fiolce do
analizy HPLC.

W celu oznaczenia madekasozydu i azjatykozydu uwolnionych do ptynu akceptorowego
podczas przeprowadzonego badania uwalniania substancji aktywnych z r6znych podlozy
kosmetycznych (nos$nikow): emulsji o/w, emulsji w/o oraz zelu [D3] pobrano 1 ml ptynu akceptorowego
(buforu fosforanowego, pH=5,8 lub buforu boranowego, pH=7,4) i przefiltrowano przez filtr

strzykawkowy PTFE Pureland o $rednicy porow 0,22 pm do szklanej fiolki do analiz HPLC.

5. Oznaczenie madekasozydu i azjatykozydu w surowcach

otrzymanych z liSci wakroty azjatyckiej metoda HPLC
W celu wyselekcjonowania docelowego ekstraktu z wakroty azjatyckiej o najwigkszej
zawartosci madekasozydu 1 azjatykozydu analizie HPLC wedlug metodyki opisanej w rozdziale 4
poddano cztery dostgpne na rynku surowcow kosmetycznych ekstrakty z tej rosliny, otrzymane w
wyniku procesu ekstrakcji zielonym rozpuszczalnikiem (etanolem pochodzenia roslinnego). Ekstrakty
byly zgodne ze standardami COSMOS. Ponadto, gtowne triterpeny oznaczono rowniez w biofermencie

z wakroty azjatyckiej. Wyniki analizy przedstawiono w tabeli nr 8.

Tabela 8. Zawarto$¢ madekasozydu i azjatykozydu [mg/mL) w surowcach otrzymanych z lisci wakroty
azjatyckiej oznaczona metodg HPLC.

Nazwa handlowa surowca Producent Madekasozyd Azjatykozyd
[mg/ml] [mg/ml]
CICA EX BG ECO Radiant, Chuncheon, 0,237 0,05
Korea
Made White BIOSPECTRUM, 0,392 0,026
INC, Korea
Multi EX BSASM ECO BIOSPECTRUM, 0,221 0,208
INC, Korea
Ekstrakt z wakroty azjatyckiej Laboratorium 0,204 0,075
Centella Asiatica Bioferment GEO Symbiosis, Polska 0,021 nie wykryto

Jak wynika z przeprowadzonej analizy, najwigkszg zawarto§¢ madekasozydu wykazano w
ekstrakcie o nazwie handlowej Made White (0,4 mg/ml). Pozostate ekstrakty zawieraly podobng ilos¢
madekasozydu (ok. 0,2 mg/ml). Natomiast najwigcej azjatykozydu zawieral surowiec Multi EX
BSASM ECO (0,2 mg/ml), w ktorym ilos¢ azjatykozydu przewyzszata o rzad wielko$ci zawarto$¢ tego

zwigzku w pozostatych ekstraktach. Jednak obydwa surowce nie zostaty zakwalifikowane do uzycia w
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recepturach dermokosmetykéw bedacych przedmiotem niniejszej pracy. Surowiec Made White zostat
wycofany przez producenta ze sprzedazy, natomiast surowiec Multi EX BSASM ECO byl mieszaning
ekstraktow z siedmiu roznych ro$lin, w tym z wakroty azjatyckiej. Z tego powodu nie zostat
wykorzystany w dalszych badaniach. Na podstawie wynikdéw przeprowadzonych analiz oraz biorac pod
uwage dostepnos¢ surowcow do zakupu, a takze aspekty srodowiskowe, takie jak dtugo$¢ trasy oraz
rodzaj transportu surowca do Polski wytypowano docelowy ekstrakt z wakroty azjatyckiej o optymalne;j
zawartosci madekasozydu i azjatykozydu, produkowany w Polsce przez Laboratorium Symbiosis.
Ekstrakt zawieral 0,2 mg/ml madekasozydu oraz 0,075 mg/ml azjatykozydu. Wspieranie lokalnych
producentow wpisuje si¢ polityke Zielonego Ladu, a takze pozwala zmniejszy¢ $lad weglowy w
srodowisku, zwigzany z tancuchem dostaw surowca [4-5].

Bioferment z wakroty azjatyckiej zawierat znacznie mniejszg ilos¢ madekasozydu (0,021 mg/ml)
w poréwnaniu z ekstraktami. W wyniku zastosowanej metody analitycznej nie wykryto w nim obecnosci
azjatykozydu. Warunki, w jakich zachodzi proces fermentacji ro§liny moga mie¢ znaczacy wptyw na
obecnos¢ substancji aktywnych w otrzymanym surowcu. Wedtug Wang’a warunki przeprowadzenia
procesu fermentacji lisci wakroty azjatyckiej, takie jak: temperatura i czas trwania procesu, a takze pH
majg znaczacy wplyw na zawartos$¢ flawonoidow w biofermencie [96]. Niemniej jednak, bioferment z
wakroty azjatyckiej zawiera inne warto$ciowe dla skory atopowej substancje opisane w rozdziale 3.3.2.

do ktérych naleza migdzy innymi postbiotyki.

6. Podloza kosmetyczne (nosniki) [D3]

Niniejszy rozdziat oparty jest o publikacj¢ eksperymentalna:

D3 Controlled release of madecassoside and asiaticoside of Centella asiatica L. origin from

sustainable cold-processed topical formulations

W publikacji przedstawiono profil oraz kinetyke uwalniania madekasozydu i azjatykozydu
wyizolowanych z liSci wakroty azjatyckiej z trzech rodzajow podlozy (nosnikoéw) najczesciej
stosowanych w przemysle kosmetycznym: emulsji typu w/o, emulsji typu o/w oraz zelu. Badanie to
miato na celu wybranie najbardziej optymalnego nos$nika do stosowania miejscowego dla
madekasozydu i azjatykozydu, a takze sprawdzenie, czy stezenie tych substancji zawartych w badanych
formulacjach kosmetycznych ma wplyw na profil i kinetyke uwalniania. Ponadto, celem byla
weryfikacja wptywu pH ptynu akceptorowego, ktorego wartosci odzwierciedlaty pH zdrowej skory (5,8)
oraz podwyzszone pH skory atopowej (7,4) na profil i kinetyke uwalniania substancji aktywnych
pochodzacych z wakroty azjatyckiej. Ma to przetozenie na efektywnos¢ dziatania substancji aktywnych
na skore atopowa. Zmierzono roéwniez parametry fizykochemiczne otrzymanych podlozy
kosmetycznych oraz oceniono ich stabilno$¢ w podwyzszonej temperaturze (45 °C). Ponadto,
zweryfikowano stabilno$¢ termiczng madekasozydu i azjatykozydu zawartych w ekstrakcie z wakroty

azjatyckiej, ktory wprowadzono do badanych podiozy kosmetycznych. Badania przeprowadzone z
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wykorzystaniem przygotowanych no$nikow byty eksperymentalnym przygotowaniem do opracowania
docelowych formulacji dermokosmetykdéw do pielegnacji i wspomagania leczenia atopowego zapalenia

skory, bedacych gtownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej.

6.1. Preparatyka roznego rodzaju podlozy kosmetycznych (nosnikow)
[D3]

W celu zbadania wplywu rodzaju podloza kosmetycznego, st¢zenia substancji aktywnej oraz
pH plynu akceptorowego na profil i kinetyk¢ uwalniania madekasozydu i azjatykozydu wyizolowanych
z wakroty azjatyckiej przygotowano trzy rozne poditoza kosmetyczne (nosniki): emulsje typu w/o,
emulsje typu o/w oraz zel. Szczeg6lng uwage zwrocono na dobdr surowcow do przygotowania
formulacji tak, aby spetniaty one standardy COSMOS, a procesy wykorzystywane w celu otrzymywania
sktadnikow byly zgodne z zasadami Zielonej Chemii oraz wspieraty gospodarke w obiegu zamknigtym
poprzez wykorzystanie odpadow z innych gatezi przemysthu (tab. 2, podrozdziat 1.3 oraz publikacja D3).
W zwigzku z tym pod uwage wzigto pochodzenie surowca, metody jego wytwarzania, zgodnos¢ z
kryteriami COSMOS, wysoki stopien biodegradowalno$ci oraz niska toksyczno$¢ dla organizmow
wodnych. Istotnym aspektem bylo ograniczenie zuzycia energii elektrycznej podczas procesu
technologicznego wytwarzania no$nikoéw w celu zmniejszenia $ladu weglowego w $rodowisku oraz
zabezpieczenia sktadnikoéw aktywnych formulacji, takich jak naturalne oleje i masta, przed procesem
utleniania, ktéry zachodzi w podwyzszonej temperaturze. W zwigzku z tym opracowano proces
technologiczny na zimno, przebiegajacy w temperaturze pokojowej (25 °C), bez koniecznosci
podgrzewania sktadnikow. W wyniku testow dobrano odpowiedni rodzaj emulgatora oraz temperaturg
procesu emulsyfikacji. Ponadto, przygotowane podtoza odpowiadaty potrzebom skory atopowej [60].
Oznacza to, ze emulsje zawieraly duza ilo$¢ emolientow (31 % wag. w emulsji w/o oraz 21 % wag. w
emulsji o/w). Wyselekcjonowane emolienty posiadajg niskg liczb¢ kwasowa i nadtlenkowa, co sugeruje
ich odporno$¢ na procesy utleniania [97]. Co wigcej, formulacje zawieraja tagodny dla skory,
alternatywny konserwant oparty o dzialanie glikolu pentylenowego oraz kaprylanu/kaprynianu glicerolu,
ktory posiada rowniez funkcje emoliencyjng oraz nawilzajaca. Z mysla o wrazliwej i sktonnej do
podraznien skorze atopowej oraz o bezpieczenstwie organizmow zyjacych w wodzie formulacje nie
zawieraja barwnikow oraz kompozycji zapachowych o potencjale draznigcym, alergizujacym i
toksycznym dla organizméow wodnych [98,99]. Poglebiona charakterystyka surowcow wykorzystanych
do opracowania formulacji podtozy kosmetycznych zostata przedstawiona w podrozdziale 1.3 (tab. 2)

oraz w publikacji D3.

6.1.1. Preparatyka emulsji typu w/o

Sktadniki fazy olejowej emulsji (A) nr 1-12 (tab. 9) nawazono do szklanej zlewki oraz wymieszano za
pomoca mieszadta mechanicznego Hei-Torque 100 Value, a nastgpnie zhomogenizowano za pomoca

homogenizatora IKA Ultra Turrax T 18 Digital. Sktadniki fazy wodnej emulsji (B) nr 13-16 nawazono
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do szklanej zlewki i wymieszano za pomocg mieszadta mechanicznego Hei-Torque 100 Value.
Nastepnie wymieszane sktadniki fazy wodnej (B) dodawano malymi porcjami do wymieszanych
sktadnikow fazy olejowej (A) podczas mieszania z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego do
uzyskania pozadanej lepko$ci masy. Na koniec mas¢ zhomogenizowano za pomocg homogenizatora
IKA Ultra Turrax T 18 Digital. Caly proces przebiegat w temperaturze pokojowej wynoszacej okoto
25 °C. Sktad INCI przygotowanej receptury emulsji w/o przedstawia si¢ nastepujaco:

Ingredients/ INCI: Aqua, Propanediol, Hydrogenated Vegetable Oil, Caprylic/Capric Triglyceride,
Canola Oil, Squalane, Tripelargonin, Olus Oil, Glyceryl Oleate, Polyglyceryl-3- Polyricinoleate, Ethyl
Linoleate, Pentylene Glycol, Octyldodecyl PCA, Rubus Idaecus Seed Oil, Triolein, Hydrogenated
Rapeseed Oil, Tocopherol, Ceramide NP, Glyceryl Dioleate, Magnesium Sulfate, Olea Europea (Olive)
Oil Unsaponifiables, Ethyl Oleate, Glyceryl Caprylate/ Caprate, Lactic Acid, Helianthus Annuus

(Sunflower) Seed Oil, Ethyl Palmitate, Camelina Sativa Seed Oil, Ethyl Linolenate.

Tabela 9. Sktad emulsji typu w/o.

Nazwa handlowa Dostawca Funkcja Stezenie
surowca [% wiw]
1 A EWO-Vegetable Impag Group Emulgator 1-10
Emulsifier
2 A Softigen®Pura Biesterfeld Spezialchemie = Emolient 1-10
GmbH
3 A Akogel™ Nordmann, Rassmann Emolient 1-10
GmbH
4 A CeraFluid® Amita Health Care Poland = Emolient, 1-5
ceramid
5 A Synovea® EL Biesterfeld Spezialchemie = Emolient, 1-10
GmbH prekursor
ceramidow
6 A Phytosqualan® Biesterfeld Spezialchemie = Emolient 1-20
GmbH
7 A LIPEX® Omega 3/6™ Nordmann, Rassmann Emolient 1-20
GmbH
8 A LIPEX® PreAct™ Nordmann, Rassmann Emolient 1-20
GmbH
9 A Raspberry Necta® Amita Health Care Poland = Emolient, 1-5
antyoksydant
10 A Tocomix L70-IP Organic | Jan Dekker/ IMCD Group | Antyoksydant, | 0,1-3
CcO emolient
11 A Emotion® Light Amita Health Care Poland = Emolient 1-10
12 | A Ceramidone® Aston Chemicals Ltd. Emolient 1-5
13 B Woda demineralizowana - Rozpuszczalnik = 40-100
14 B RonaCare® Magnesium Merck/ Azelis Stabilizator 0,1-2
Sulphate emulsji
15 B E-Leen Green C Minasolve®/ Safic- Alcan = Konserwant 1-5
Poland
16 B Massocare Propanediol Comercial Quimica Humektant, 1-10
Nat MB Masso booster
konserwantu
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6.1.2. Preparatyka emulsji typu o/w

Sktadniki fazy wodnej emulsji: (A) nr 1-2 oraz (B) nr 3-4 (tab. 10) nawazono do osobnych
szklanych zlewek oraz wymieszano za pomocg mieszadta mechanicznego Hei-Torque 100 Value do
uzyskania jednorodnej masy, bez grudek. Dodano faz¢ B do fazy A i wymieszano za pomocg mieszadta
mechanicznego. Sktadniki fazy olejowej emulsji (C) nr 5-14 (tab. 9) nawazono do szklanej zlewki i
wymieszano za pomocg mieszadta mechanicznego oraz zhomogenizowano za pomocg homogenizatora
IKA Ultra Turrax T 18 Digital. Nastgpnie wymieszane sktadniki fazy olejowej (C) dodano do
wymieszanych sktadnikow fazy wodnej (A+B) podczas mieszania z wykorzystaniem mieszadta
mechanicznego do uzyskania jednorodnej masy, ktorg nastgpnie zhomogenizowano za pomoca
homogenizatora. Dodano sktadnik fazy (D) nr 15, wymieszano i zhomogenizowano. Caly proces
przebiegal w temperaturze pokojowej wynoszacej okoto 25 °C. Sktad INCI emulsji o/w:
Ingredients/ INCI: Aqua, Propanediol, Polyglyceryl- 4 Hemp Seedate, Canola Oil, Polycitronellol,
Squalane, Triolein, Ethyl Linoleate, Pentylene Glycol, Hydrogenated Vegetable Oil, Octyldodecyl PCA,
Rubus Idaeus Seed Oil, Caprylyl/ Capryl Glucoside, Xanthan Gum, Ceramide NP, Glyceryl Dioleate,
Sodium Stearoyl Lactylate, Tocopherol, Ethyl Oleate, Glyceryl Caprylate/ Caprate, Helianthus Annuus
(Sunflower) Seed Oil, Ethyl Palmitate, Tapioca Starch, Ethyl Linolenate, Tremella Fuciformis

Sporocarp Extract, Calcium Gluconate.

Tabela 10. Sktad emulsji typu o/w.

Faza Nazwa handlowa Dostawca Funkcja Zakres
emulsji surowca stezenia
[Y% w/w]
1 A Woda - Rozpuszczalnik 50-100
2 A HyaCare® Tremella | Adara Poland Substancja aktywna, = 0,01-1
zagestnik
3 B Massocare Comercial Quimica Humektant, booster = 1-10
Propanediol Nat MB = Masso konserwantu

4 B Instathix® Impag Group Zagestnik 0,5-5

5 C Galehemp OW Aston Chemicals Ltd. Emulgator 1-10

6 C Akogel™ Nordmann, Rassmann Emolient 1-10
GmbH

7 C Synovea® EL Biesterfeld Spezialchemie = Emolient 1-10
GmbH

8 C Phytosqualan® Sophim/ Biesterfeld Emolient 1-10
Spezialchemie GmbH

9 C LIPEX® PreAct™ Nordmann, Rassmann Emolient 1-10
GmbH

10 C Raspberry Necta® Amita Health Care Poland = Emolient, 1-5

antyoksydant
11 C Tocomix L70- IP IMCD Group Antyoksydant, 0,1-3
Organic CO emolient

12 | C Citropol H Safic- Alcan Poland Emolient 1-10

13 C Ceramidone® Aston Chemicals Ltd. Emolient 1-5

14 | C CeraFluid® Amita Health Care Poland = Emolient, ceramid 1-5

15 D E-Leen Green C Safic- Alcan Poland Konserwant 1-5
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6.1.3. Preparatyka zelu

Sktadniki fazy (B) nr 2-3 (tab. 11) nawazono do zlewki i wymieszano re¢cznie za pomoca
bagietki. Dodano do wody (A) podczas mieszania za pomoca mieszadta mechanicznego Hei-Torque 100
Value do uzyskania jednorodnej masy, bez grudek. Nastepnie dodano sktadnik fazy (C) nr 4 i mieszano.
Caty proces przebiegal w temperaturze pokojowej wynoszacej okoto 25 °C. Sktad INCI zelu:
Ingredients/ INCI: Aqua, Propanediol, Xanthan Gum, Pentylene Glycol, Sodium Stearoyl Lactylate,
Glyceryl Caprylate/ Caprate, Tapioca Starch, Algin.

Tabela 11. Skiad zelu.

Nazwa handlowa Dostawca Zakres
surowca stezenia
[% w/w]

1 A Woda - Rozpuszczalnik 50-100
demineralizowana

2 B Massocare Comercial Quimica Humektant, booster | 1-15
Propanediol Nat MB Masso konserwantu

3 B Instathix® Impag Group Zagestnik 1-5

4 C E-Leen Green C Safic- Alcan Poland Konserwant 1-5

6.2. Badanie parametrow fizykochemicznych podlozy kosmetycznych
(nosnikow) [D3]
Przygotowane podioza kosmetyczne opisane w podrozdziale 6.1., a takze ich wersje
wzbogacone o 10 % wag. wybranego ekstraktu z wakroty azjatyckiej (selekcje¢ ekstraktu opisano w
rozdziale 5) poddano badaniom podstawowych parametrow fizykochemicznych: odczynu pH, lepkosci

oraz gestosci. Aparatura uzyta do pomiardw byla cyklicznie wzorcowana w certyfikowanych

laboratoriach pomiarowych. Szczegotowe wyniki przedstawiono w publikacji D3 (tab. 2).

6.2.1. Oznaczenie pH

Wartosci pH mierzono za pomocg pH-metru Fisherbrand™ Accumet AB 150 (Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Wykorzystano metod¢ potencjometryczng polegajacag na bezposrednim
zanurzeniu elektrody w analizowanej probce, ktorej temperatura wynosita 20 °C. Wszystkie pomiary
wykonano trzykrotnie, a warto$ci pomiaréw usredniono. Wynik podano z odchyleniem standardowym
dla (n = 3) i przedstawiono na rysunku nr 9.

Jak wynika z przedstawionych danych (rys. 9) oraz wnioskow zamieszczonych w publikacji D3,
wartosci pH wszystkich podtozy kosmetycznych oscylowaty w granicach od 4,93 do 5,45, co oznacza,
ze byly zblizone do fizjologicznego pH zdrowej skory [100]. Wprowadzenie ekstraktu z wakroty
azjatyckiej spowodowalo nieznaczne obnizenie wartosci pH wszystkich formulacji, ktore miescity si¢
w zakresie 4,80 do 5,30. Wynika to z wartosci pH ekstraktu z wakroty azjatyckiej, ktore wynosito 4,0.
Niemniej, odczyn pH wszystkich uzyskanych formulacji miesci si¢ w zakresie uwazanym za optymalne

pH skory ludzkiej mieszczace si¢ w zakresie 4,1-5,8 [100].
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ZEL+10% CA - 4,8
ZEL |, | 4,93

W/O+10% CA I 5,1
e _____ JEkp

O/W + 10% CA | 5,3
oo kg

4,4 4,6 4,8 5 5,2 54 5,6
pH

Rodzaj podtoza

Rysunek 9. Wartosci pH dla podtozy kosmetycznych: emulsji o/w [O/W], emulsji o/w zawierajacej
10 % ekstraktu z Centella asiatica L. [O/W + 10% CA], emulsji w/o [W/O], emulsji w/o zawierajacej
10 % ekstraktu z Centella asiatica L. [W/O + 10% CA], zelu [Zel] oraz zelu zawierajacego 10 %
ekstraktu z Centella asiatica L. [Zel + 10% CA].

6.2.2. Oznaczenie lepkosci
Lepko$¢ oceniano za pomocg wiskozymetru DV2T (AMETEK Brookfield, Middleboro, MA,
USA) wyposazonego w adapter do matych probek. Pomiary dla kazdej probki przeprowadzono
trzykrotnie w temperaturze 20 °C uzywajac wrzeciona nr SC4-29 i predkosci obrotow 100 rpm (dla
emulsji w/0) oraz wrzeciona nr SC4-21 i predkosci obrotéw 150 rpm (dla emulsji o/w i zelu). Obliczono

warto$¢ srednig z (n = 3) oraz odchylenie standardowe, a wyniki pomiaréw przedstawiono na rys. 10.

ZEL+ 10% CA IS 1050,03

ZEL IS 1230,13
W/0+10% CA I 4993,6

epp Lk
O/W +10% CA [ 3942

o/w I 6054

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Lepkos¢ [Cp]

Rodzaj podtoza

Rysunek 10. Wartosci lepkosci dla podtozy kosmetycznych: emulsji o/w [O/W], emulsji o/w
zawierajacej 10 % ekstraktu z Centella asiatica L. [O/W + 10% CA], emulsji w/o [W/O], emulsji w/o
zawierajacej 10 % ekstraktu z Centella asiatica L. [W/O + 10% CA], zelu [Zel] oraz zelu
zawierajacego 10 % ekstraktu z Centella asiatica L. [Zel + 10% CA].

Jak wynika z danych przedstawionych na rysunku nr 10 najwyzsza lepko$¢ posiadata emulsja
typu w/o (6548,2 cP). Jest to spowodowane wicksza zawartoscig fazy olejowej w emulsji typu w/o (31 %)

w poroéwnaniu do emulsji o/w (21 %) i doborem olejow o wyzszej lepkosci i gestosei, co skutkuje
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wyzsza lepkoscig zewnetrznej fazy emulsji [101]. Ponadto, w przypadku emulsji w/o otrzymywanych
W procesie na zimno, nie ma mozliwo$ci wprowadzenia modyfikatoréw reologii w postaci woskow ze
wzgledu na wysoki punkt topnienia tych substancji. Dlatego w tego typu emulsjach uzyskanie
odpowiednio wysokiej lepkosci zalezy od rodzaju emulgatora, a takze parametrow procesu
emulsyfikacji, takich jak czas i predko$¢ mieszania i homogenizacji masy kosmetycznej, co wplywa na
wielko$¢ kropli fazy rozproszonej (wewnetrznej) emulsji [102]. Niewatpliwie, wptyw na lepko$¢ ma
rowniez wprowadzenie do fazy wodnej soli takiej jak siarczan magnezu [103]. Najnizsza lepkos¢
sposrod badanych formulacji posiadat zel (1230,13 Cp). Podobnie jak w przypadku pH, dodanie 10 %
wag. ekstraktu z wakroty azjatyckiej spowodowato spadek lepkosci wszystkich badanych podlozy
kosmetycznych. Wiecej szczegotow na temat badania lepkosci znajduje si¢ w publikacji D3, podrozdziat

2.1.2.

6.2.3. Oznaczenie gestosci
Gestos$¢ mierzono metoda piknometryczng przy uzyciu piknometru metalowego P-1 (Pol-Zaf
s.c., Wroclaw, Polska). Po dokltadnym umyciu i osuszeniu piknometru wyznaczono jego mase, a
nastgpnie napelniono go masg badanej formulacji kosmetycznej tak, aby jej nadmiar zostat
odprowadzony przez specjalny otwor znajdujacy si¢ w przykrywce piknometru. Piknometr zawierajacy
masg¢ badanej probki ponownie zwazono. Wszystkie pomiary wykonywano trzykrotnie w temperaturze
20 °C, wyniki usredniono (n = 3) i policzono odchylenie standardowe. Znajac masg¢ probki i objgtosc

piknometru, gestos¢ wyliczono z ponizszego wzoru: [104]
4) d(t) = 0,99985 (m(p+t)-mp)/Vp + 0,0012
gdzie:
m(p+t) — masa piknometru napetnionego masa badanej probki [g],
mp — masa pustego piknometru [g],
Vp — objetos$¢ piknometru wyznaczona przez producenta (25,08 cm?)

Zgodnie z wynikami opisanymi w publikacji D3, podrozdziat 2.1.2., wartosci gestosci
wszystkich podtozy kosmetycznych byly zblizone do siebie i oscylowaly wokét wartosci 1 g/ml.

Dodatek ekstraktu z wakroty azjatyckiej nie miat wptywu na wartos$ci gestosci mas kosmetycznych.

6.3. Badania stabilnoSci

Przeprowadzone badania stabilno$ci termicznej dotyczyly zaréwno opracowanych podiozy
kosmetycznych zawierajacych 10 % wag. ekstraktu z wakroty azjatyckiej, jak i substancji aktywnych
(madekasozydu i azjatykozydu) zawartych w ekstrakcie. Doktadny ich opis oraz analiza wynikow

znajduje si¢ w publikacji D3.
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6.3.1. Badanie stabilnosci podlozy kosmetycznych (no$nikow)

Do badan stabilnosci otrzymanych w procesie na zimno podtozy kosmetycznych wybrano
techniki pozwalajgce w krotkim czasie oceni¢ wszystkie zjawiska o charakterze niestabilnosci
pojawiajace si¢ w probce oraz okreslic mechanizmy ich powstawania, takie jak flokulacja,
$mietanowanie, sedymentacja, zmiana wielko$ci czastek fazy rozproszonej, warto$¢ potencjatlu zeta.
Zmiany te mozna wykry¢ za pomoca technik, takich jak: dyfrakcja laserowa (LD), elektroforetyczne
rozpraszanie $wiatta (ELS) i statyczne wielokrotne rozpraszanie §wiatlta (SMLS) zanim beda one
widoczne gotym okiem [102,105]. Dzieki temu mozliwe jest szybkie podjecie dziatan reformulacyjnych
w celu stabilizacji ukladu. Badania stabilno$ci podlozy kosmetycznych z wykorzystaniem
wymienionych technik byly prowadzone bezposrednio po przygotowaniu probek oraz po 14, 18, 561 84
dniach przechowywania probek w temperaturze 45 °C, co daje pewne prognozy diugoterminowe;j

stabilnosci produktu w warunkach otoczenia.

6.3.1.1.  Rozklad wielkosci czastek emulsji

Rozktad wielkosci czgstek emulsji typu w/o oraz o/w analizowano za pomocg techniki LD przy
uzyciu aparatu Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Wielka Brytania) z jednostka do
dyspersji na mokro, co oznacza zdyspergowanie odpowiedniej ilosci emulsji w wodzie destylowane;.
Dla kazdej probki pomiary powtarzano pie¢ razy. Przed analiza wspotczynnik refrakcji kazdej probki
okreslono przy uzyciu przenosnego refraktometru Refracto™ 30GS (Mettler Toledo, Greifensee,
Szwajcaria).

W stabilnej emulsji zaréwno dyspersja czastek fazy rozproszonej oraz ich wielko$¢ sa
rownomierne. Ponadto, im mniejsze rozmiary czastek fazy rozproszonej oraz wezszy rozktad ich
wielkosci, tym wigksza stabilno$cia odznacza si¢ emulsja. Na podstawie uzyskanych danych
przedstawionych na rysunku nr 11(a) mozna zauwazy¢, ze w przypadku emulsji typu o/w rozktad
wielkosci czastek fazy rozproszonej (PSD) jest bimodalny w kazdym czasowym punkcie pomiarowym
(0-84 dni). Dla pomiarow bezposrednio po przygotowaniu probki (W/O_0) widoczne sg niewielkie
zmiany w PSD wigkszych czastek (kropli), o czym $wiadczy przesunigcie maksimum piku. Jest to
spowodowane stabilizowaniem emulsji przez emulgator, ktére wymaga co najmniej jednego dnia
przebywania emulsji w temperaturze pokojowej. Natomiast pozniejsze pomiary potwierdzaja, ze
mniejsze krople fazy wewngtrznej (olejowej) zostaly bardzo dobrze ustabilizowane przez uzyty
emulgator oraz przez odpowiednio dobrane parametry procesu technologicznego na zimno, poniewaz
nie wykryto zadnych drastycznych zmian w PSD [D3]. Na tej podstawie mozemy wnioskowac, ze
zaréwno rodzaj i ilo$¢ uzytego emulgatora, jak i warunki procesu emulsyfikacji, takie jak temperatura,
czas 1 predko$¢ mieszania oraz homogenizacji zostaly odpowiednio dobrane. Nieco inaczej wyglada
PSD w przypadku emulsji typu w/o (rys. 11b). Analizujgc dane dla tego typu emulsji mozna zauwazy¢
szerszy rozktad wielkosci czastek oraz wigksza roznice w ich wielko$ci pomigdzy Swiezo przygotowanag

emulsjg (W/O_0), a emulsjg badang w kolejnych punktach pomiarowych (14-84 dni). Oznacza to, ze
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zastosowany rodzaj emulgatora stabilizuje emulsj¢ w czasie. Ponadto w przypadku préobek
przechowywanych przez 56 dni i 84 dni mozna zalozy¢ niewielka tendencje do aglomeracji kropelek
fazy wewngetrznej (wodnej) emulsji, co objawia si¢ pojawieniem matych pikéw przy wartos$ciach okoto
100 um i1 550 um. Na tej podstawie mozna wnioskowac tendencje emulsji do flokulacji, co moze by¢

spowodowane duzg r6znica w gestosci fazy wodnej i olejowej emulsji [106].

Rozktad wielko$ci czastek w emulsji typu O/W

a)
45
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35 ——O/W_14
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——OIW 56
——O/W 84
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b) Rozktad wielkos$ci czastek w emulsji typu W/O
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Rysunek 11. Rozktad wielko$ci czastek w emulsji zawierajacej 10 % ekstraktu z wakroty azjatyckie;j:
(a) typu w/o (b) typu o/w. Cyfry w legendzie wskazujg liczb¢ dni przechowywania probki w
temperaturze 45 °C [D3].

6.3.1.2. Potencjal zeta
Do pomiaréw potencjatu zeta (ZP) zastosowano analizator Zetasizer Nano-ZS (Malvern
Panalytical Ltd., Wielka Brytania), ktory dziala w oparciu o technik¢ ELS. Przed pomiarem
odpowiednig ilos¢ emulsji lub zelu zawieszono w wodzie destylowanej przy uzyciu tazni
ultradzwigckowej, a powstalg mieszaning dodatkowo rozcienczono w wodzie, aby uniknaé efektow
wielokrotnego rozpraszania. Pomiaréw dokonano 10-krotnie dla kazdej probki, w temperaturze 25 °C .

Nastepnie usredniono uzyskane wartosci (n = 10) i obliczono odchylenie standardowe.
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Potencjat zeta (ZP) okresla sity odpychania czastek w uktadach koloidalnych i jest mierzony w
oparciu o zjawiska elektroforetycznego rozpraszania $wiatta (ELS). Analiza ZP polega na pomiarach
ruchliwosci elektroforetycznej, czyli predkosci ruchu naladowanych czastek zawieszonych w cieczy
pod wptywem pola elektrycznego. Nastepnie ruchliwos$¢ elektroforetyczng przeksztatca sie w wartos¢
ZP, ktéry moze by¢ uzywany jako miara stabilnos$ci uktadu koloidalnego [107]. Probki zawiesin
wykazujace ZP wiekszy niz 30 mV mozna uzna¢ za stabilne, natomiast warto§¢ ZP bliska zeru sugeruje
niestabilno$¢ wynikajaca z procesow flokulacji lub koalescencji. Podsumowujac, im wyzszy ZP, tym
bardziej prawdopodobne jest zachowanie stabilnosci dyspersji [108].

Analizujac wyniki dotyczace wartosci ZP dla badanych podtozy kosmetycznych przedstawione
na rysunku nr 12 mozna wnioskowac, ze otrzymane emulsje typu w/o oraz typu o/w wykazuja dobra
stabilno$¢. Potwierdzaja to wartosci ZP, ktore mierzone bezposrednio po przygotowaniu probek

wynosza -33,5 mV dla emulsji w/o oraz -36,6 mV dla emulsji o/w.

0
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Rysunek 12. Wartosci potencjatu zeta mierzone w probkach: zelu, emulsji o/w (O/W) oraz emulsji
w/o (W/O) zawierajacych 10 % wag. ekstraktu z wakroty azjatyckiej w czasie 84 dni przechowywania
probek w temperaturze 45 °C [D3].

Ponadto, wartosci ZP dla obydwu emulsji wzrastaly wraz z czasem ich przechowywania w
temperaturze 45 °C, osiagajac wartosci -43,2 mV dla emulsji w/o oraz -59,4 mV dla emulsji o/w po 84
dniach, co potwierdza silniejsze oddzialywania elektrostatyczne migdzy czgstkami fazy rozproszonej
obydwu emulsji, a tym samym ich lepsza dyspersje. Natomiast analiza ZP dla probki zelu wykazata
nieznacznie nizsze wartosci, wynoszace ponizej 30 mV (od -21,3 mV dla $wiezo przygotowanej probki
do -28,9 mV dla probki po 84 dniach przechowywania w temperaturze 45 °C). Jednak biorac pod uwage
specyfike uktadu koloidalnego, ktory w przypadku Zeli jest tworzony przez sie¢ przestrzenng bardzo
licznych czastek fazy rozproszonej uzyskane wyniki moga rowniez wskazywac na zadowalajacy poziom
stabilno$ci. Czastki fazy rozproszonej sa stabilizowane raczej sterycznie przez reakcj¢ sieciowania

naturalnych polimeréw zastosowanych do otrzymania zelu, takich jak guma ksantanowa, alginian i
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skrobia z tapioki, niz poprzez odpychanie elektrostatyczne [107-108]. Podsumowujagc, wszystkie
otrzymane podtoza kosmetyczne mozna uzna¢ za stosunkowo stabilne, z czego najwicksza stabilnoscia
charakteryzuje si¢ emulsja typu o/w, ktora wykazywata najwyzsze wartosci ZP. Badanie potwierdzito,
Ze opracowany proces tworzenia emulsji oraz zelu na zimno pozwolit uzyska¢ r6znego rodzaju stabilne
podtoza kosmetyczne pomimo wielu ograniczen w mozliwos$ciach zastosowania emulgatorow,
zagestnikow czy tez innych stabilizatorow emulsji, takich jak woski czy alkohole tluszczowe, ktore

wymagaja stopienia w podwyzszonej temperaturze (70-80 °C).

6.3.1.3. Indeks stabilnosci TSI (ang. Turbiscan Stability Index)

Do pomiarow indeksu stabilnosci TSI wykorzystano urzadzenie Turbiscan Lab® Expert
(Formulaction, Tuluza, Francja). Wskaznik TSI, ktory jest indeksem stabilnosci charakterystycznym dla
urzgdzenia TurbiScan® zostat obliczony na podstawie wynikéw pomiaréw rozpraszania wstecznego
(ABS) fotonow $wiatta na czastkach fazy rozproszonej emulsji w/o, emulsji o/w i zelu oraz transmisji
(AT) $wiatla w badanych probkach przechowywanych w temperaturze 45 °C. TSI jako parametr
statystyczny podsumowuje wszystkie wahania warto$ci rozpraszania wstecznego i transmisji w badane;j
prébee 1 umozliwia oceng wystepowania niestabilnosci, takich jak sedymentacja, $mietankowanie, lub
flokulacja. W stabilnej probce warto§¢ indeksu TSI zmierza do zera, natomiast w przypadku
destabilizacji uktadu parametr TSI osigga wyzsze wartosci [109,110].

Na podstawie analizy wynikéw przedstawionych na rysunku nr 13 oceniono, Ze najbardziej
stabilng formulacja jest emulsja typu o/w, poniewaz parametr TSI wzrasta do warto$ci 6,7 w ciggu
pierwszych 14 dni, a nastgpnie utrzymuje si¢ na stalym poziomie. Probka zelu w ciagu pierwszych 30
dni badania réwniez wykazywata niskie wartosci indeksu TSI osiagajace warto$¢ 3,8. Natomiast w
kolejnych tygodniach przechowywania probki w temperaturze 45 °C wartosci TSI sukcesywnie
wzrastaly, osiagajac warto$¢ 15,7 w 84 dniu badania. Najmniej stabilnym uktadem jest emulsja typu
w/o, dla ktorej warto$¢ parametru TSI stale wzrastala w ciggu 84 dni trwania badania osiagajac
maksymalng warto$¢ 27,7. Otrzymane wyniki badan stabilno$ci z wykorzystaniem metody statycznego
wielokrotnego rozpraszania $§wiatta byty spdjne z wynikami uzyskanymi poprzez pomiar potencjatu zeta
(rys. 12) oraz rozkladu wielko$ci czastek (rys. 11a i 11b). Kazda z zastosowanych technik badan
stabilnosci potwierdzita najlepsza stabilnos¢ emulsji typu o/w, co wskazuje na prawidtowe dobranie
parametréw procesu technologicznego, takich jak rodzaj i ilo$¢ zastosowanego emulgatora oraz
stabilizator6w emulsji, temperatura procesu emulsyfikacji, czas i predko§¢ obrotow mieszadla i
homogenizatora. W przypadku zelu, zarowno wyniki pomiarow potencjatu zeta (rys. 13) oraz parametru
TSI (rys. 14) wskazuja na niewielka agregacje czastek fazy rozproszonej. Jednak stabilizacje uktadu
moze zapewni¢ geste upakowanie sieci zelowej stabilizowanej przez polimery pochodzenia naturalnego
[111]. Uzyskane wyniki rozktadu wielkosci czastek (rys. 12b) oraz parametru TSI wskazuja, ze emulsja
typu w/o jest najmniej stabilnym uktadem, nieodpornym na dziatanie podwyzszonej temperatury, w

ktorym moze rozpoczynaé si¢ proces flokulacji. Wnioski te nalezy uwzgledni¢ przy formutowaniu
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docelowych produktéw kosmetycznych na bazie tego typu emulsji. Doktadny opis badan stabilno$ci z
wykorzystaniem opisanych technik oraz dyskusja wynikdéw znajduja sie¢ w publikacji D3.
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Rysunek 13. Stabilno$¢ wyrazona jako wartosci TSI w funkcji czasu mierzona w probkach: emulsji
w/o (W/0), emulsji o/w (O/W) oraz zelu zawierajacych 10 % wag. ekstraktu z wakroty azjatyckiej w
czasie 84 dni przechowywania probek w temperaturze 45 °C [D3].

6.3.2. Badanie stabilno$ci madekazosydu i azjatykozydu w otrzymanych

podlozach kosmetycznych

Badanie stabilno$ci zwiazkoéw aktywnych zawartych w ekstraktach wprowadzonych do réznego
rodzaju formulacji kosmetycznych jest bardzo istotne, poniewaz daje odpowiedz, czy warunki
zewnetrzne, takie jak proces technologiczny wytwarzania produktow kosmetycznych, pH formulacji,
dziatanie $wiatla oraz temperatura nie powoduja destabilizacji substancji czynnych. Ponadto, dzigki
temu badaniu mozliwe jest potwierdzenie, ze substancje aktywne, takie jak madekasozyd i azjatykozyd
zawarte w produktach kosmetycznych sg stabilne w czasie przechowywania produktow w
podwyzszonej temperaturze, co odzwierciedla rzeczywiste warunki uzytkowania kosmetykow przez
klientow.

Zawarto$¢ madekasozydu i azjatykozydu oznaczono metoda HPLC opisang w rozdziale 4
bezposrednio po przygotowaniu formulacji oraz po 1 i 2 miesigcach przechowywania probek emulsji
w/o, emulsji o/w i zelu w podwyzszonej temperaturze (45 °C). Probki formulacji do analizy HPLC
przygotowano metoda ekstrakcji opisana w podrozdziale 4.4. Pomiar dla kazdej probki wykonano 3-
krotnie, a wyniki usredniono i policzono odchylenie standardowe. Metodyke obliczenia zawartosci
madekasozydu i azjatykozydu w badanych probkach opisano w podrozdziale 4.6.

Na rysunku nr 14 przedstawiono wyniki badan stabilno$ci termicznej madekasozydu (rys. 14a)
i azjatykozydu (rys. 14b) pochodzacych z ekstraktu z wakroty azjatyckiej w przygotowanych

formulacjach: emulsji w/o, emulsji o/w oraz zelu zawierajgcych 10% wag. ekstraktu [D3].
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Rysunek 14. Stabilnos¢ termiczna a) madekasozydu b) azjatykozydu w roznych podtozach
kosmetycznych w czasie przechowywania probek w temperaturze 45 °C.

Z przedstawionych wynikow mozna wnioskowaé, ze stezenia madekasozydu i azjatykozydu
pozostawaly niemal state w kazdym z badanych podiozy kosmetycznych w czasie 2 miesiecy ich
przechowywania w temperaturze 45 °C. Potwierdza to, ze zar6wno proces technologiczny tworzenia
formulacji kosmetycznych na zimno, pH formulacji oraz podwyzszona temperatura nie powoduja
destabilizacji madekasozydu i azjatykozydu w czasie. Dyskusja wynikow dla badan stabilno$ci znajduje

si¢ w publikacji D3, podrozdziat 2.3.

6.4. Badanie kontrolowanego uwalniania madekasozydu i azjatykozydu z

przygotowanych podlozy kosmetycznych (nosnikow)

Kolejnym etapem badan przygotowanych podtozy kosmetycznych bylo badanie
kontrolowanego uwalniania madekasozydu i azjatykozydu wyizolowanych z liSci wakroty azjatyckiej.
Warunki przeprowadzenia badania byly zaprojektowane ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci
miejscowego zastosowania nosnikow na skore atopowa (wartosci pH ptynu akceptorowego, sktad

emulsji o/w oraz w/o bogaty w emolienty). Celem badania byto wytypowanie najbardziej optymalnych
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podtozy kosmetycznych (nosnikéw) sprzyjajacych biodostepnosci madekasozydu i azjatykozydu, a
takze zweryfikowanie wplywu zaréwno fizjologicznego pH zdrowej skory, jak i podwyzszonego pH
skory atopowej oraz stezenia substancji aktywnych na profil ich uwalniania [D3].

Do badania wykorzystano aparat dyfuzyjny Varian Vankel 7010 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA), natomiast w celu iloSciowego i jakosciowego oznaczenia madekasozydu i
azjatykozydu uwolnionych do ptynu akceptorowego wykorzystano opracowana metode HPLC opisana
w rozdziale 4. W celu przygotowania probek do badan zastosowano metodg dodatku wzorca. Do fazy
wodnej emulsji oraz zelu opisanych w rozdziale 6.1. dodano substancje wyizolowane z li§ci wakroty
azjatyckiej, otrzymane w procesach zgodnych z Zielong Chemig: madekasozyd (TEGO® Natural
Madecassoside, Evonik) i azjatykozyd (Asiaticoside®, Ersbloh) w stezeniu 2 % wag., lub 5 % wag.
Badanie przeprowadzono przy uzyciu komor dyfuzyjnych oraz membrany wykonanej z celulozy
(Cuprophan®, Medicell International Ltd.). Warunki przeprowadzenia badania podano w tabeli nr 12.
Doktadny przebieg badania opisany jest w publikacji D3 pt. ,,Controlled release of madecassoside and
asiaticoside of Centella asiatica L. origin from sustainable cold-processed topical formulations”.

Tabela 12. Warunki przeprowadzenia badania uwalniania madekasozydu i azjatykozydu z badanych
podtozy kosmetycznych (nosnikow).

Warunki przeprowadzenia badania uwalniania madekasozydu i azjatykozydu

Rodzaj podtoza Emulsja w/o, emulsja o/w, zel

Stezenie uwalnianych substancji 2 % wag. lub 5 % wag.
[lo$¢ nawazonej probki lg

Rodzaj membrany Mebrana celulozowa Cuprophan® o $rednicy
poréw 0,22 pm

Rodzaj ptynu akceptorowego Bufor fosforanowy o pH = 5,8

lub bufor boranowy o pH = 7,4

Objetos¢ plynu akceptorowego 100 ml
Temperatura ptynu akceptorowego 37°C+0,5°C
Predkos¢ obrotow mieszadta 100 obr./min
Czas trwania badania 24 h

Czas poboru probki

W ciaggu pierwszych 2 h: co 15 min
W ciaggu kolejnych 6 h: co 1 h
Ostatnia probka: po 24 h

Metoda analizy iloSciowej i jakoSciowej HPLC z detektorem UV-VIS

uwolnionego madekasozydu i azjatykozydu

89



6.4.1. Profile uwalniania madekasozydu i azjatykozydu

Badanie uwalniania zostalo przeprowadzone dwukrotnie dla kazdej formulacji w celu
sprawdzenia powtarzalnosci wynikoéw. Uzyskane wyniki usredniono, a nastgpnie zaprezentowano na

wykresie przedstawiajacym procent uwolnionej substancji aktywnej w funkcji czasu (rys. 15).
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Rysunek 15. Profile kontrolowanego uwalniania madekasozydu (M) i azjatykozydu (A) z r6znych
podtozy kosmetycznych (nosnikéw): emulsji typu o/w (O/W), emulsji typu w/o (W/O) oraz zelu do
ptynu akceptorowego o pH 5,8 oraz pH 7,4 [D3].
Na podstawie analizy wynikow badania (rys. 15) wysuni¢to nastepujace wnioski:
wyzsze ste¢zenie madekasozydu i azjatykozydu w badanych podtozach kosmetycznych nie zwicksza
ich skumulowanego uwalniania z podtoza.
rodzaj podtoza kosmetycznego ma istotny wplyw na ilo§¢ uwolnionego madekasozydu i
azjatykozydu
w ciggu 24 godzin przebiegu badania najwigksze ilo$ci madekasozydu (=90 %) i azjatykozydu
(=40 %) zostaly uwolnione z emulsji typu o/w, czyniac ten rodzaj emulsji najlepszym nosnikiem dla
badanych substancji aktywnych.
nieco mniejsze ilosci madekasozydu (=80 %) oraz poréwnywalne w stosunku do emulsji o/w ilo$ci
azjatykozydu (=40 %) zostaty uwolnione z zelu w czasie 24 godzin trwania badania. W zwigzku z
tym zel zostal uznany za drugi pod wzgledem profilu uwalniania dobrze dobrany no$nik dla
badanych substancji aktywnych.
najmniejsze ilosci madekasozydu (=50 %) i azjatykozydu (=20 %) zostaly uwolnione z emulsji typu
w/o, ktora stwarza najmniej sprzyjajace srodowisko dla uwalniania badanych substancji aktywnych.
Moze to by¢ zwigzanie z wyzsza w pordwnaniu z pozostatymi podtozami lepko$cig emulsji w/o (rys.
11, rozdziat 6.2.2.), co hamuje migracje¢ substancji aktywnych do warstwy granicznej, ktorg stanowi
membrana celulozowa [112].
pH ptynu akceptorowego ma istotny wplyw na ilosci uwolnionych substancji aktywnych, co jest

szczegolne wyrazne w przypadku uwalniania azjatykozydu (wigksze ilosci uwolnionego
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azjatykozydu przy pH=7,4). Ma to szczegblne znaczenie w pielegnacji skory atopowej, ktorej pH
jest podwyzszone ze wzgledu na dysfunkcje bariery naskorkowej oraz procesy zapalne zachodzace
w skorze [113-114].

e Nizsze pH plynu akceptorowego wynoszace 5,8 nieznacznie obnizylo ilo§¢ uwolnionego
azjatykozydu, jednak nadal sprzyjato uwalnianiu madekasozydu, co potwierdza dobra stabilno$c¢
obydwu substancji aktywnych zaréwno w podwyzszonym, jak i fizjologicznym pH skory oraz

wskazuje na mozliwosc¢ skutecznego ich zastosowania na skore atopows.

Podsumowujac mozna uznaé, ze badane podtoza zawierajace ekstrakt z wakroty azjatyckiej
uzyskane w trakcie badan umozliwia kompleksowa pielegnacje skory z AZS, charakteryzujacej sie
podwyzszonym pH jej powierzchni. Szczegdtowa analiza oraz dyskusja wynikéw badania
kontrolowanego uwalniania madekasozydu 1 azjatykozydu z otrzymanych podlozy kosmetycznych
znajduje si¢ w publikacji D3 pt. ,,Controlled release of madecassoside and asiaticoside of Centella

asiatica L. origin from sustainable cold-processed topical formulations”.

6.4.2. Dopasowanie modeli kinetycznych do profilu uwalniania madekasozydu
i azjatykozydu
Aby okresli¢ mechanizm uwalniania madekasozydu i azjatykozydu z badanych formulacji

przeprowadzono ocen¢ dopasowania czterech réznych modeli kinetycznych do profilu uwalniania

substancji czynnych stosujac roéwnania (5-8):

K1
2.303

(5) Model kinetyczny pierwszego rzedu log % =
0
(6) Model Higuchi’ego % = Kyt
0
(7) Model Korsmeyer- Peppas’a log g_:) =n-logt + logKy

(8) Model Hixson—Crowell’a (1 — g—;ﬁ =1-Kg-t
gdzie:
Q. — ilo$¢ substancji czynnej uwolnionej z formulacji, mg/ml
Qo — poczatkowa ilos¢ substancji czynnej w formulacji, mg/ml
t — czas trwania procesu uwalniania, min
K, Kn, Kk, Kg — wspolczynniki specyficzne dla danego modelu kinetycznego
Analiza modelu uwalniania zerowego i pierwszego rzedu, a takze modele Higuchiego, Hixsona—
Crowella i Korsmeyera—Peppasa s3 zwykle uzywane jako definicje analitycznej funkcji Q(t). Oceng

dopasowania modelu kinetycznego do danych eksperymentalnych przeprowadzono w oparciu o

wspotezynnik regresji R?, przy czym warto$ci R? bliskie 1 wskazujg na najbardziej odpowiedni model
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kinetyczny [115]. Wyniki dopasowania modeli kinetycznych do danych eksperymentalnych

przedstawiono odpowiednio w tabelach znajdujacych si¢ w publikacji D3:

» dla emulsji typu o/w - tabela nr 4
» dla emulsji typu w/o - tabela nr 5
» dla Zelu - tabela nr 6

Analizujagc wyniki uzyskanych badan dla emulsji o/w mozna stwierdzi¢, Ze najlepsze
dopasowanie maja dwa modele: Korsmeyera—Peppasa oraz Hixsona-Crowella. W przypadku modelu
Korsmeyera—Peppasa warto$¢ R? jest najwyzsza i waha si¢ miedzy 0,9985 a 0,9665. Model ten jest
stosowany do oceny uwalniania substancji czynnej, gdy mechanizm uwalniania nie jest dobrze
rozpoznany, lub gdy moze by¢ zaangazowany wigcej niz jeden typ zjawiska uwalniania. Natomiast
dopasowanie modelu Hixsona-Crowella, w ktérym szybko$¢ uwalniania substancji czynnych jest
ograniczona przez szybkos$¢ rozpuszczania, a nie przez dyfuzje przez matryce, jest szczeg6lnie wyrazne
w przypadku uwalniania azjatykozydu. Substancja ta posiada zdecydowanie lepsza rozpuszczalnos¢ w
uktadach niepolarnych, w zwigzku z czym w przypadku emulsji o/w wyzsze stgzenie azjatykozydu
znajduje si¢ w fazie wewnetrznej (olejowej) emulsji, dlatego jego uwolnienie jest trudniejsze.

W przypadku emulsji w/o wyniki kontrolowanego uwalniania madekasozydu i azjatykozydu
wskazuja, ze kazda z substancji czynnych podaza za innym modelem kinetycznym. Profil uwalniania
madekasozydu dobrze pasuje do modelu Korsmeyera—Peppasa, szczegdlnie przy wprowadzeniu
wyzszych stezen tej substancji do badanego podioza kosmetycznego. Madekasozyd jest dobrze
rozpuszczalny w wodzie, tj. w przypadku emulsji w/o wigksze jego st¢zenie znajduje si¢ w fazie
wewnetrznej (wodnej) emulsji. W zwigzku z tym wplyw stezenia sktadnika czynnego na kinetyke
uwalniania jest wyraznie widoczny. Przy nizszym st¢zeniu, wynoszacym 2 % wag. ilo$¢ tego zwiazku
przenikajaca do fazy zewngtrznej emulsji jest na tyle niewielka, ze nawet dla najlepszego modelu
kinetycznego (Korsmeyer-Peppas) parametr korelacji R? osiaga jedynie warto$¢ 0,9527 w pH= 5,8 oraz
0,9005 w pH = 7,4. Warto$¢ parametru R? ro$nie wraz ze wzrostem stezenia madekasozydu do 5 % wag.
przekraczajac warto$¢ 0,9974. Natomiast w przypadku uwalniania azjatykozydu z emulsji w/o mozna
zaobserwowac dobre dopasowanie do modelu Higuchiego, co dowodzi, ze proces uwalniania jest
kontrolowany przez dyfuzj¢ substancji czynnych przez nosnik.

W przypadku analizy profilu uwalniania substancji aktywnych z Zelu mozna stwierdzi¢, ze
parametry kinetyczne podazaja za wzorem podobnym do tego obserwowanego dla probek opartych na
emulsji o/w. Profil uwalniania madekasozydu najlepiej pasuje do modelu Korsmeyera—Peppasa,
poniewaz warto$¢ wspotczynnika R? jest najwyzsza i mieSci sic w zakresie od 0,9974 do 0,9823.
Ponadto mozna rozwazy¢ rowniez model Hixsona—Crowella ze wzgledu na czgste zmiany powierzchni
nos$nika w czasie, co jest mozliwie w przypadku zelu, ktorego struktura jest budowana przez polimery
pochodzenia naturalnego. Wodne Srodowisko ptynu akceptorowego tatwo przenika i eroduje matryce

polimerowa, ulatwiajagc uwalnianie dobrze rozpuszczalnego w wodzie madekasozydu, ktore zachodzi
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poprzez dyfuzje przez matryce [116]. W przypadku azjatykozydu najlepsze dopasowanie ma model
Hixsona—Crowella, a glownym parametrem kontrolujagcym uwalnianie jest dyfuzja przez matryce.
Szczegblowa analiza oraz dyskusja wynikdw dopasowania profili uwalniania madekasozydu i
azjatykozydu do odpowiednich modeli kinetycznych zostata opisana w publikacji D3 pt. ,,Controlled
release of madecassoside and asiaticoside of Centella asiatica L. origin from sustainable cold-

processed topical formulations”.

7. Produkty dermokosmetyczne przeznaczone do pielegnacji skory

z AZS [D4- D5]
Niniejszy rozdziat oparty jest o dwie publikacje eksperymentalne:

D4 Wplyw kosmetykow zawierajacych ekstrakt i bioferment z wagkroty azjatyckiej na

wybrane parametry bariery naskérkowej u chorych na atopowe zapalenie skory

D5 Skin barrier in atopic dermatitis: impact of sustainable emollients with Centella asiatica L.

bioferment and extract.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano formulacje trzech dermokosmetykow
pielggnacyjnych bazujacych na podtozach opisanych w rozdziale 5: emulsj¢ typu w/o oraz emulsje typu
o/w. Opracowang emulsje typu w/o zaadoptowano jako baze dla produktow do pielegnacji ciala:
balsamu oraz kremu do rak, ze wzglgdu na duzg zawarto$¢ emolientdw, a takze posta¢ emulsji, ktorej
fazag zewngtrzng jest olej nadajac jej charakterystyczne wlasciwosci barierowe, wspierajace
przywrécenie funkcji bariery naskorkowej [18]. Natomiast emulsje typu o/w, ktora okazata si¢ by¢
najbardziej stabilng formulacjg (rozdziat 6.3.1.) oraz najlepszym no$nikiem dla madekasozydu i
azjatykozydu (najlepszy profil uwalniania tychze substancji opisany w rozdziale 6.4.) zaadoptowano
jako baze dla kremu do twarzy. Wszystkie opracowane formulacje powstaly w wyniku
zoptymalizowanego procesu technologicznego na zimno (temperatura okoto 25 °C), dzigki czemu
zmniejszono zuzycie energii elektrycznej, a tym samym $lad weglowy w §rodowisku. Do opracowanych
podtozy emulsyjnych zostalty wprowadzone surowce otrzymane z lisci wakroty azjatyckiej: ekstrakt w
ilosci 5 % wag. oraz bioferment (Centella asiatica Bioferment GEO) w ilosci 7 % wag.

Pomimo tego, ze podloze zelowe okazalo si¢ by¢ dobrym nosnikiem dla madekasozydu i
azjatykozydu, co potwierdzono w badaniach kontrolowanego uwalniania tych substancji (rozdziat 6.4)
nie zostato zakwalifikowane jako baza dla opracowania docelowej formulacji dermokosmetycznej ze
wzgledu na brak w nim fazy olejowej (emoliencyjne;j), ktora jest niezbgdna do odbudowy uszkodzone;

bariery naskorkowej w AZS [18,57].

7.1. Preparatyka formulacji dermokosmetykow pielegnacyjnych [D4]

Gléwnym celem pielggnacji skory atopowe;j jest odbudowa uszkodzonej bariery naskorkowej

oraz niwelowanie stanu zapalnego [18,49,57,64-65]. W zwiazku z tym formulacje balsamu do ciata,
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kremu do rgk oraz kremu do twarzy zawierajg liczne surowce emoliencyjne, ktorymi sg lipidy
pochodzenia naturalnego: ceramidy, naturalne oleje otrzymane z nasion rzepaku, stonecznika, Inicznika
siewnego, ryzu, pestek malin, moreli, a takze estry kwasow ttuszczowych otrzymane z oliwek, nasion
soi, owocow kokosa, nasion ostropestu plamistego. 10 % wag. emolientow w kazdej formulacji
pochodzi z upcyklingu odpadéw powstatych w przemysle spozywczym. Doktadny opis i oceng
srodowiskowa surowcoOw uzytych do przygotowania formulacji dermokosmetykow przestawiono w
rozdziale 1.3.

Termin ,,emolienty” jest uzywany zamienne dla okreslenia sktadnikow kosmetyku opartych na
lipidach, lub gotowych produktéw kosmetycznych przeznaczonych do pielegnacji skory suchej i
atopowej. Natomiast okre$lenie ,,emolienty plus” oznacza produkty kosmetyczne, ktore poza
sktadnikami emolientowymi posiadaja w sktadzie rowniez ekstrakty zawierajace okreslone substancje
aktywne. Opracowane w ramach niniejszej pracy formulacje to produkty typu emolient plus [D5],
poniewaz zawieraja emolienty w postaci naturalnych olejow, estrow kwasow ttuszczowych, ceramidow
oraz substancje o dziataniu przeciwzapalnym, immunomodulujagcym oraz postbiotycznym, tj. ekstrakt i
bioferment z wakroty azjatyckiej. Kazda z trzech opracowanych formulacji pielegnacyjnych zostata
przygotowana w wersji kontrolnej (nie zawierajacej w skladzie surowcéw pochodzacych z wakroty
azjatyckiej) oraz w wersji badanej, zawierajacej 5 % wag. ekstraktu oraz 7 % wag. biofermentu z
wakroty azjatyckie;j.

7.1.1. Balsam do ciala (emulsja typu w/o)

Preparatyke wersji kontrolnej balsamu do ciata opisano w rozdziale 6.1.1. wydluzajac czasy
mieszania i homogenizacji w celu lepszego rozbicia kropli fazy rozproszonej emulsji, a tym samym
stabilizacji uktadu. Natomiast wersje badang przygotowano dodajac do fazy wodnej emulsji (patrz
rozdziat 6.1.1.) ekstrakt z wakroty azjatyckiej (INCI: Propanediol, Centella Asiatica Extract) w ilosci
5 % wag. oraz bioferment z wakroty azjatyckiej (INCI: Aqua, Lactobacillus/Centella Asiatica Extract
Ferment, Gluconolactone, Sodium Benzoate, Calcium Gluconate, Lactic Acid, Acetic Acid,

Protocatechic Acid, Caffeic Acid, Gallic Acid, Reuterin) w ilosci 7 % wag.

7.1.2. Krem do rak (emulsja typu w/o)

Formulacja kremu do rak zostata opracowana w oparciu o podtoze emulsji typu w/o (rozdziat
6.1.1.), modyfikujac w niewielkim stopniu skladniki fazy olejowej (emoliencyjnej). W celu
przygotowania wersji badanej formulacji kremu do rak sktadniki fazy olejowej emulsji (A) nr 1-12
(tab. 13) nawazono do szklanej zlewki oraz wymieszano za pomocg mieszadta mechanicznego Hei-
Torque 100 Value, a nastgpnie zhomogenizowano za pomocg homogenizatora IKA Ultra Turrax T 18
Digital. Sktadniki fazy wodnej emulsji (B) nr 13-17 nawazono do szklanej zlewki i wymieszano za
pomoca mieszadta mechanicznego Hei-Torque 100 Value. Nastgpnie wymieszane sktadniki fazy wodne;j
(B) dodawano matymi porcjami do wymieszanych sktadnikow fazy olejowej (A) podczas mieszania z

wykorzystaniem mieszadta mechanicznego do uzyskania pozadanej lepkosci masy. Na koniec masg
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homogenizowano za pomoca homogenizatora IKA Ultra Turrax T 18 Digital przez odpowiednio dhugi

czas. Caty proces przebiegal w temperaturze pokojowej wynoszacej okoto 25 °C.

Wersja kontrolna kremu do rak zostala przygotowana wedhug tej samej procedury, z pominigciem

sktadnikow aktywnych otrzymanych z wakroty azjatyckiej (nr 161 17 w tab. 13).

Tabela 13. Sktad wersji badanej kremu do rak (emulsja typu w/0).

Faza Nazwa handlowa Producent/ dostawca Funkcja Zakres
emulsji  surowca stezenia
[Y% w/w]
1 A EWO Vegetable Impag Group Emulgator 1-10
Emulsifier
2 A Softigen®Pura Biesterfeld Spezialchemie Emolient 1-10
GmbH
3 A Apricot Kernel IMCD Group Emolient 1-10
Oil RBDW
4 A CeraFluid® Amita Health Care Poland Emolient, 1-5
ceramid
5 A Synovea® EL Biesterfeld Spezialchemie Emolient, 1-10
GmbH prekursor
ceramidow
6 A Phytosqualan® Biesterfeld Spezialchemie Emolient 1-15
GmbH
7 A LIPEX® Omega @ Nordmann, Rassmann GmbH Emolient 1-10
g Gl
8 A LIPEX®PreAct™ | Nordmann, Rassmann GmbH = Emolient 1-10
9 A Raspberry Amita Health Care Poland Emolient, 1-5
Necta® antyoksydant
10 A Tocomix L70-IP | IMCD Group Antyoksydant, 0,1-5
Organic CO emolient
1 A Citropol H Safic- Alcan Poland Emolient 1-10
12 A Ceramidone® Aston Chemicals Ltd. Emolient, 1-5
stymuluje
syntezg lipidow
i ceramidow w
skorze
13 B Woda - Rozpuszczalnik  40-100
demineralizowana
14 B RonaCare® Azelis Stabilizator 0,1-2
Magnesium emulsji
Sulphate
15 B E-Leen Green C Safic- Alcan Poland Konserwant 1-5
16 B Ekstrakt z Laboratorium Symbiosis Substancja
wakroty aktywna
azjatyckiej
17 B Centella asiatica ~ Laboratorium Symbiosis Substancja 7
Bioferment GEO aktywna

Sktad INCI wersji badanej kremu do rak przedstawia si¢ nastepujaco:

Ingredients/ INCI: Aqua, Lactobacillus/Centella Asiatica Extract Ferment, Squalane, Propanediol,
Caprylic/Capric Triglyceride, Canola Qil, Olus Oil, Glyceryl Oleate, Polyglyceryl-3-polyricinoleate,
Ethyl Linoleate, Pentylene Glycol, Octyldodecyl PCA, Polycitronellol, Prunus Armeniaca Kernel Oil,
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Rubus Idaeus Seed Oil, Hydrogenated Rapeseed Oil, Tocopherol, Magnesium Sulfate, Ethyl Oleate,
Glyceryl Caprylate/Caprate, Lactic Acid, Ethyl Palmitate, Acetic Acid, Centella Asiatica Extract,
Gluconolactone, Protocatechic Acid, Olea Europaea (Olive) Oil Unsaponifiables, Caffeic Acid, Ethyl

Linolenate, Sodium Benzoate, Gallic Acid, Reuterin, Calcium Gluconate.

7.1.3. Krem do twarzy (emulsja typu o/w)

Preparatyke wersji kontrolnej kremu do twarzy opisano w rozdziale 6.1.2. Natomiast wersje
badang przygotowano dodajac do fazy wodnej emulsji (patrz rozdziat 6.1.2.) ekstrakt z wakroty
azjatyckiej w ilosci 5 % wag. oraz bioferment z wakroty azjatyckiej w ilosci 7 % wag. Sktad INCI wersji
badanej emulsji o/w przedstawia si¢ nastepujaco:

Ingredients/ INCI: Aqua, Propanediol, Lactobacillus/Centella Asiatica Extract Ferment, Polyglyceryl-
4 Hemp Seedate, Canola Oil, Polycitronellol, Squalane, Triolein, Ethyl Linoleate, Pentylene Glycol,
Hydrogenated Vegetable Oil, Octyldodecyl PCA, Rubus Idaeus Seed Oil, Caprylyl/Capryl Glucoside,
Xanthan Gum, Ceramide NP, Glyceryl Dioleate, Sodium Stearoyl Lactylate, Tocopherol, Ethyl Oleate,
Glyceryl Caprylate/Caprate, Lactic Acid, Helianthus Annuus (Sunflower) Seed Oil, Ethyl Palmitate,
Acetic Acid, Tapioca Starch, Centella Asiatica Extract, Gluconolactone, Protocatechic Acid, Caffeic
Acid, Ethyl Linolenate, Sodium Benzoate, Gallic Acid, Reuterin, Tremella Fuciformis Sporocarp

Extract, Calcium Gluconate.

7.2. Badanie in vivo skutecznosci dzialania dermokosmetykow
pielegnacyjnych [D4- D5]

Kluczowym etapem badan bylo potwierdzenie skutecznos$ci dziatania przygotowanych
formulacji dermokosmetykow pielggnacyjnych na skorze osoéb dorostych z AZS o przebiegu tagodnym
do umiarkowanego. W tym celu przeprowadzono randomizowane, pojedynczo zaslepione badania in
vivo, w ktorych oceniono statystycznie istotne roéznice pomiedzy grupa badana, stosujacg produkty
zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej, a grupa kontrolng, stosujaca produkty
niezawierajgce substancji aktywnych z wakroty azjatyckiej. Badania opieraly si¢ na ocenie funkcji

bariery naskorkowej uczestnikow wyrazonej w mierzonych parametrach skory:

= przeznaskorkowej utraty wody (TEWL, ang. Transepidermal Water Loss) [D4]
= nawilzenia warstwy rogowej naskorka [D5]

= wygladzenia powierzchni (parametr SEsm) [D5]

= szorstkosci powierzchni (parametr SEr) [D5]

= stopnia zluszczania naskorka (parametr SEsc) [D5]

Pomiaréw wyzej wymienionych parametrow skory dokonano przed zastosowaniem produktow:
balsamu do ciala, kremu do rgk oraz kremu do twarzy oraz po 2 i 4 tygodniach stosowania. Oceny
dokonano za pomoca nieinwazyjnych testow instrumentalnych przeprowadzonych z uzyciem aparatury

Courage+Khazaka electronic GmbH (Niemcy).
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Badania aplikacyjne poprzedzone byly wykonaniem badan dermatologicznych (testow
ptatkowych pototwartych przeprowadzonych pod nadzorem dermatologa) na grupie 20 o0sob
posiadajacych skore wrazliwa. Doktadny przebieg tych badan zostat opisany w publikacji D5.

Pomiary parametréw skory wykonano 3-krotnie, a wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednia
[D4- D5]. Analize statystyczng wynikow wykonano przy uzyciu programu IBM SPSS Statistics 28,
przyjmujac warto$¢ p < 0,05 za statystycznie istotng. Aby zbadac¢ réznice w danych ilosciowych miedzy
grupa kontrolng a eksperymentalng, wybrano parametryczny test t-Studenta. Dokladny opis
zastosowanych metod statystycznych znajduje si¢ w publikacjach D4-DS5.

7.2.1. Charakterystyka grupy badanej oraz przebieg badan
W badaniu wzi¢to udziat 20 ochotnikéw w wieku od 21 do 54 lat, 1 mezczyzna (5 %) oraz 19
kobiet (95 %). Szczegodlowe informacje na temat wieku uczestnikow znajduja si¢ w tabeli nr 2 w
publikacji DS. Uczestnicy badania posiadali skore wrazliwg oraz atopowa zgodnie z glownymi
kryteriami diagnostycznymi Hanifina i Rajki [120], a przebieg choroby w czasie trwania badania byt
tagodny do umiarkowanego. Do badan zakwalifikowane zostaly osoby zgodnie z ustalonymi kryteriami

wiaczenia, do ktorych nalezaty [D5]:

= wiek powyzej 18 roku zycia

= przewlekle lub nawracajace, swedzace zmiany o charakterystycznym rozmieszczeniu na skorze
= pozytywny wywiad rodzinny w kierunku choréb alergicznych

= brak leczenia farmakologicznego podczas testowania produktu

=  brak innych chorob skory

Z badan zostaly wykluczone kobiety w cigzy oraz karmigce piersia, osoby z cigzkim
przebiegiem AZS oraz w trakcie terapii farmakologicznej. Badanie przeprowadzono za zgoda Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu z dnia 27 czerwca
2024 roku (uchwata nr 478/24). Uczestnicy podpisali formularz $wiadomej zgody na uczestnictwo w
badaniu oraz otrzymali pisemne instrukcje dotyczace stosowania testowanych produktow w tzw. panelu
domowym. Badania byly prowadzone pod nadzorem dermatologa. Ochotnikéw podzielono losowo na
dwie grupy: badang (n = 10), ktora otrzymata balsam do ciata, krem do rak oraz krem do twarzy
zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej oraz kontrolng (n = 10), ktora testowata produkty
niezawierajgce surowcoOw aktywnych z wakroty azjatyckiej. Uczestnicy zobowigzali si¢ do regularnego
stosowania produktow, dwa razy dziennie, przez okres 30 dni na oczyszczong skorg twarzy i ciala.
Wszyscy uczestnicy zostali poinstruowani o niestosowaniu innych produktow kosmetycznych o
identycznym lub analogicznym przeznaczeniu, a takze lekow do stosowania miejscowego przez caly
okres trwania badania. Ponadto, zostali oni poinformowani o koniecznos$ci natychmiastowego
przerwania stosowania produktu w przypadku wystgpienia negatywnych objawow lub odczu¢ w miejscu
stosowania i zgloszenia ich badaczowi. Pomiarow parametrow skory dokonano w miejscach

wystepowania zmian atopowych na skorze przed rozpoczeciem badania oraz po 2 i1 4 tygodniach
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stosowania produktow. Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic pomigdzy grupg kontrolng, a
badang w parametrach skory mierzonych przed rozpoczeciem stosowania badanych produktow (warto$é
wyjsciowa, p > 0,05, test t-studenta), w zwiazku z czym mozna stwierdzi¢, ze uczestnicy badania w
obydwu grupach mieli podobny stan bariery naskorkowej przed rozpoczeciem badan. Dokladny opis

grup: badanej i kontrolnej oraz przebieg badania znajduje si¢ w publikacjach D4- DS.

7.2.2. Badanie poziomu przeznaskorkowej utraty wody (TEWL) [D4]
Niniejszy podrozdzial oparty jest o publikacje eksperymentalna:

D4 Wplyw kosmetykéw zawierajacych ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej na

wybrane parametry bariery naskorkowej u chorych na atopowe zapalenie skory

Pomiar TEWL jest podstawowym, nieinwazyjnym testem in vivo oceniajacym funkcje bariery
naskoérkowej wyrazong jako pasywna utrata wody przez naskorek [55]. U chorych na AZS TEWL jest
znacznie podwyzszony, co jest spowodowane dysfunkcjg bariery naskérkowej charakteryzujaca sig
zmienionym sktadem lipidow naskorkowych, zmniejszeniem ilosci ceramidow, a takze zaburzeniami
funkcji Scistych polaczeniach pomigdzy komodrkami warstwy rogowej i ziarnistej naskorka, ktore
odpowiadaja za adhezje komoérek. W zwiazku z tym naskorek u pacjentéw cierpiacych na AZS ma
mikropeknigcia, ktore przyczyniaja si¢ do podwyzszonego poziomu TEWL.

Pomiarow warto$ci TEWL dokonano za pomoca urzadzenia Tewameter TM HEX oceniajacego
gradient gestosci parowania wody ze skory, ktory jest proporcjonalny do wartosci TEWL. Wyniki
przedstawiajace réznice pomiedzy grupa badana a kontrolna, wyrazone w procentach, przedstawiono
na rysunku nr 17. Natomiast doktadniejsze wyniki, przedstawiajace zmiany poziomu TEWL osobno w
grupie kontrolnej i badanej przed rozpoczeciem badan oraz po 2 i 4 tygodniach stosowania testowanych
produktow przeznaczonych do pielegnacji skory twarzy i ciata, a takze ukazujace roznice pomigdzy

grupami z uwzglednieniem odchylen standardowych zostaty przedstawione w publikacji D4.
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Rysunek 16. Poréwnanie zmian poziomu TEWL w grupie kontrolnej i badanej po 2 i po 4 tygodniach
stosowania balsamu do ciala, kremu do rak oraz kremu do twarzy.

99



Analizujac wyniki przedstawione na rysunku 16 mozna stwierdzi¢, ze poziom TEWL malal w
wiekszym stopniu w grupie badanej, niz w grupie kontrolnej. W przypadku balsamu do ciala, po 2
tygodniach warto§¢ TEWL spadta o 16 % (p = 0,059), podczas gdy w grupie kontrolnej jedynie o 11 %
(p = 0,202). Natomiast po 4 tygodniach warto§¢ TEWL zmalata o 19 % w grupie badanej (p = 0,002) i
o 12 % w grupie kontrolnej (p = 0,202). Poréwnania miedzy grupa badang i kontrolng nie wykazaty
jednak statystycznie istotnych roéznic zar6wno po 2 tygodniach (p = 0,680), jak i po 4 tygodniach
stosowania produktow (p = 0,267).

Spadek TEWL byt rowniez istotny statystycznie w przypadku obydwu grup po zastosowaniu
kremu do rak. Po 2 tygodniach stosowania produktu TEWL spadt o 16 % w grupie badanej (p = 0,044)
i0 11 % w grupie kontrolnej (p = 0,025), nie wykazujac jednak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami (p = 0,390). Po 4 tygodniach TEWL spadt o 24 % w grupie badanej (p < 0,010)i0 19 % w
grupie kontrolnej (p < 0,010) rowniez nie osiaggajac istotnych réznic pomigdzy grupami (p = 0,400).

Podobne wyniki uzyskano w przypadku stosowania kremu do twarzy. Zaréwno po 2
tygodniach oraz po 4 tygodniach stosowania wartos¢ TEWL spadta w istotny sposéb w grupie badanej
oraz w grupie kontrolnej (p < 0,05). Po 2 tygodniach TEWL obnizyt si¢ o 16 % w grupie badanej oraz
o 14 % w grupie kontrolnej, podczas gdy po 4 tygodniach badania TEWL obnizyt si¢ o 19 % w grupie
badanej oraz o 25 % w grupie kontrolnej. Natomiast wyniki te nie roznicy si¢ od siebie w istotny sposob
zaréwno po 2 tygodniach (p = 0,448), jak i po 4 tygodniach (p = 0,761) stosowania kremu do twarzy.

Podsumowujac, zaréwno produkty zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej
testowane przez grupe badana oraz produkty, ktorych formulacje oparte sa jedynie o substancje
emolientowe, testowane przez grupe kontrolng moga skutecznie obniza¢ poziom TEWL u 0séb z AZS
poprzez poprawe funkcji bariery naskérkowej. Jednak produkty zawierajace surowce pochodzace z
wakroty azjatyckiej nie byty skuteczniejsze w redukcji TEWL w statystycznie istotny sposob. Na tej
podstawie mozna wnioskowac, ze emolienty stanowia podstawowe sktadniki formulacji kosmetycznych,
ktére wspomagaja odbudoweg bariery naskorkowej i zapobiegajg nawrotom AZS [65]. Dyskusja
otrzymanych wynikéw znajduje si¢ w publikacji D4.

7.2.3. Badanie poziomu nawilzenia naskorka [D5]

Niniejszy podrozdzial opiera si¢ o publikacje eksperymentalna:

D5 Skin barrier in atopic dermatitis: impact of sustainable emollients with Centella asiatica L.

bioferment and extract.

Nawilzenie warstwy rogowej naskorka jest drugim podstawowym parametrem oceniajgcym
stan bariery naskorkowej, a jego obnizona warto$¢ czgsto wigze si¢ z zaburzeniami funkcji warstwy
rogowej [121]. Parametr ten zostat zmierzony za pomocg sondy Corneometer CM825, ktora wskazuje
pojemnos$¢ elektrostatyczng odzwierciedlajacg stopien nawilzenia. Roznice we wzrosnie poziomu
nawilzenia naskoérka pomigdzy grupa badang, a kontrolng przedstawiono na rys. 17, a doktadniejsze

wyniki oraz ich dyskusja zostaly opisane w publikacji DS.
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Nawilzenie naskorka
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Rysunek 17. Poréwnanie zmian poziomu nawilzenia w grupie kontrolnej i badanej po 2 i po 4
tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu do twarzy.

Jak wynika z danych przedstawionych na rysunku nr 17 poziom nawilzenia naskoérka wzrést w
istotny sposob w obydwu grupach, zaréwno po dwoch (p < 0,025), jak i po czterech (p < 0,001)
tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do ragk oraz kremu do twarzy.

Po 2 tygodniach stosowania balsamu do ciala w grupie badanej poziom nawilzenia zwickszyt
si¢ 0 69 % w stosunku do wartosci poczatkowej, podczas gdy w grupie kontrolnej wzrost wynosit 38 %.
Roéznice w wynikach nie byly jednak statystycznie istotne (p = 0,227). Natomiast po 4 tygodniach
stosowania produktu poziom nawilzenia wzrést az o 106 % w grupie badanej oraz o 48 % w grupie
kontrolnej, wykazujac statystycznie istotne roznice pomigdzy grupami (p = 0,004).

Po dwoch tygodniach stosowania kremu do rak poziom nawilzenia zwigkszyt si¢ o znaczaco
bardziej w grupie badanej (o 88 %), niz w grupie kontrolnej (o 48 %) osiagajac statystycznie istotne
roznice pomiedzy grupami (p = 0,031). Natomiast po 4 tygodniach nawilzenie w grupie badanej wzrosto
0 126 %, podczas gdy w grupie kontrolnej odnotowano wzrost 0 92 %. Roznice w nawilzeniu pomigdzy
obiema grupami nie byly statystycznie istotne (p = 0,287).

W przypadku stosowania kremu do twarzy po dwoch tygodniach odnotowano wzrost
nawilzenia w grupie badanej o 56 %, podczas gdy w grupie kontrolnej nawilzenie wzrosto o 81 %, nie
osiagajac statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami (p = 0,778). Natomiast po 4 tygodniach
odnotowano wzrost nawilzenia na podobnym poziomie (p = 0,838) w grupie badanej (o 81 %) oraz w
grupie kontrolnej (o 80 %).

Podsumowujac, wyniki badan sugeruja wplyw ekstraktu i biofermentu z wakroty azjatyckiej na
znaczng poprawe¢ nawilzenia warstwy rogowej naskorka, co jest szczegdlnie zauwazalne na skorze
tutowia oraz dtoni po zastosowaniu balsamu do ciala i kremu do rgk. Funkcja nawilzajgca na tych
obszarach ciata moze by¢ rowniez wspierana przez rodzaj emulsji (typ w/o0) zastosowanej jako podtoze
dla balsamu do ciala i kremu do rak. Jest to rownoznaczne z odbudowa funkcji bariery naskorkowej u

chorych na AZS. Dyskusj¢ wynikoéw przedstawiono w publikacji D5.
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7.2.4. Badanie parametrow topografii skéry [D5]

Niniejszy podrozdzial opiera si¢ o publikacje eksperymentalna:

D5 In vivo study on skin barrier function in atopic dermatitis: influence of sustainable emollient

plus topical formulations enriched with bioferment and extract from Centella asiatica L.

Do parametrow topografii skory naleza: gladko$¢ (SEsm), szorstkos¢ (SEr), oraz stopien
zhuszczania naskorka. Parametry te zmierzono za pomoca urzadzenia Visioscan VC20-plus przy uzyciu
folii samoprzylepnej Corneofix F20 zbierajacej korneocyty w celu przeprowadzenia pomiardéw

ztuszczania naskorka.

Ocena stopnia gladkosci naskorka (SEsm)

Analiza wynikéw przedstawionych na rysunku 18 pozwala stwierdzi¢, ze po 4 tygodniach
stosowania wszystkich produktow wygtadzenie naskorka znaczaco si¢ zwigkszylo w porownaniu z
pomiarami poczatkowymi (p < 0,004). Wzrost ten byt zauwazalny juz po 2 tygodniach, nie osiggajac
jeszcze statystycznie istotnych réznic w odniesieniu do warto$ci poczatkowych.

Po 2 tygodniach stosowania balsamu do ciala wygladzenie naskorka wzrosto o 33 % w grupie
badanej oraz o 24 % w grupie kontrolnej, osiggajac statystycznie istotne réznice pomigdzy grupami
(p = 0,04). Natomiast po 4 tygodniach wygtadzenie wzrosto o 41 % w grupie badanej oraz o 39 % w
grupie kontrolnej, a roznice pomigdzy grupami nie byty istotne statystycznie (p =0,121).

W przypadku stosowania kremu do rak poziom wygtadzenia naskorka nie roéznit si¢ istotnie
pomigdzy obiema grupami po 2 tygodniach stosowania produktu (p = 0,779), gdzie wzrost o 16 % w
grupie badanej i o 17 % w grupie kontrolnej. Podobnie nie wykazano istotnych roznic pomiedzy grupami
we wzroscie stopnia wygladzenia naskdrka po 4 tygodniach stosowania kremu do rak (p = 0,890), kiedy
odnotowano wzrost 0 25 % w grupie badanej i 0 31 % w grupie kontrolne;j.

Natomiast statystycznie istotne réznice pomiedzy grupami w wygtadzeniu naskorka wystapity
zaréwno po dwoch (p = 0,043), jak i po 4 tygodniach stosowania kremu do twarzy (p = 0,031). Po 2
tygodniach wygtadzenie naskorka wzrosto o 16 % w grupie badanej oraz o 14 % w grupie kontrolnej,
natomiast po 4 tygodniach w grupie badanej wygtadzenie wzrosto o 25 %, podczas gdy w grupie

kontrolnej wzrosto o 18 %.
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Rysunek 18. Poréwnanie zmian stopnia wygladzenia naskorka w grupie kontrolnej i badane;j
po 2 i po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu do twarzy.
Podsumowujac, zauwazono wptyw ekstraktu i biofermentu na zwigkszenie stopnia gtadkos$ci
skoéry u chorych na AZS juz po dwoch tygodniach stosowania balsamu do ciata i kremu do twarzy.
Tendencja ta utrzymywata si¢ po 4 tygodniach stosowania kremu do twarzy, gdzie stwierdzono znaczaco
wieksze wygladzenie skory w poréwnaniu z grupa kontrolng. Doktadniejsze omowienie wynikoéw oraz
zdjecia ukazujace teksture naskérka w powigkszeniu przed zastosowaniem badanych produktéw oraz

po 2 i 4 tygodniach ich stosowania znajduja si¢ w publikacji D5, rysunek nr 3.

Ocena stopnia szorstkosci naskorka (SEr)

Analiza wynikow przedstawionych na rys. 19 pozwala stwierdzi¢, ze wszystkie testowane
produkty zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej wyraznie zmniejszyty szorstkos¢ skory
z AZS juz po 2 tygodniach osiggajac statystycznie istotne roznice w poréwnaniu z grupg kontrolng
(p <0,050).

Po zastosowaniu balsamu do ciala szorstko$¢ naskorka zmniejszyta si¢ o 22 % w grupie
badanej oraz o 12 % w grupie kontrolnej (p = 0,049). Natomiast po 4 tygodniach szorstko$¢ skory
zmnigjszyla si¢ rowniez bardziej znaczaco w grupie badanej (o 27 %), niz w grupie kontrolnej (o 12 %),
p = 0,047. Zauwazalny jest tutaj istotny wptyw substancji zawartych w ekstrakcie i biofermencie z
wakroty azjatyckiej na zmniejszanie stopnia szorstko$ci skory.

Analogicznie przedstawiaja si¢ wyniki po zastosowaniu kremu do rak, gdzie zar6wno po
dwach, jak i po czterech tygodniach stosowania produktu szorstko$¢ skory na dloniach zmniejszyta sie
istotnie bardziej w grupie badanej, niz w grupie kontrolnej. Po 2 tygodniach stosowania preparatu
szorstkos¢ naskorka spadta o 44 % w grupie badanej i o 14 % (p = 0,037), podczas gdy po 4 tygodniach
testowania produktow szorstkos$¢ naskorka zmniejszyla sie o 54 % w grupie badanej i o 19 % w grupie
kontrolnej (p = 0,043). W tym przypadku réowniez potwierdzono lepsza skutecznos¢ produktow

zawierajacych ekstrakt 1 bioferment z wakroty azjatyckiej.
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W przypadku kremu do twarzy po 2 tygodniach stosowania preparatéw szorstko$¢ naskorka
zmniejszyla si¢ istotnie bardziej w grupie badanej (o 21 %) w poréwnaniu z grupa kontrolng, gdzie
spadek wynosit 7 % (p = 0,047). Natomiast po 4 tygodniach stosowania produktéw roéznice pomiedzy
grupami nie byly juz statystycznie istotne (p = 0,479). Szorstko$¢ naskorka zmniejszyla si¢ 0 26 % w
grupie badanej oraz o 27 % w grupie kontrolne;.

Podsumowujac, wyniki badan jednoznacznie wskazuja na istotny wplyw ekstraktu i
biofermentu z wakroty azjatyckiej na niwelowanie stopnia szorstkosci skory atopowej w przypadku
wszystkich zastosowanych produktow, ktorych efekty dziatania byly znaczace juz po 2 tygodniach
stosowania (p < 0,04). Istotnie lepsze efekty w redukcji szorstkosci naskorka utrzymywaty si¢ rowniez
po 4 tygodniach na skorze tulowia oraz dtoni po zastosowaniu balsamu do ciata i kremu do rak. Wnioski

oraz dyskusje wynikdéw badania przedstawiono w publikacji D5.
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Rysunek 19. Porownanie zmian stopnia szorstko$ci naskorka w grupie kontrolnej i badane;j
po 2 i po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do rgk oraz kremu do twarzy.

Ocena stopnia zluszczania naskorka (indeks zluszczania)

Proces ztuszczania naskorka jest fizjologicznym procesem zachodzacym w skorze, jednak w
przypadku AZS ulega on licznym zaktoéceniom, ktorych mechanizm zostal opisany w rozdziale 2.1.2.
W konsekwencji dochodzi do wystapienia nadmiernej sucho$ci skory oraz ztuszczania naskorka [DS5].

Analizujac zdjecia ztuszczonych korneocytéw wykonane kamerg Visioscan® VC20 plus po
uprzednim zaadsorbowaniu ich na tasmie Corneofix® F20, przedstawione na rysunku nr 6 w
publikacji D5, mozna zauwazy¢ wyrazng redukcj¢ stopnia ztuszczania naskorka, o czym $wiadczy
zmnigjszenie platkow korneocytéw juz po 2 tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do rak oraz
kremu do twarzy. Natomiast po 4 tygodniach stosowania produktéw mozna zaobserwowac jedynie mate,

regularne korneocyty, co wskazuje na wzrost nawilzenia skory [D5].
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Wizualne przedstawienie stopnia ziluszczania naskorka w postaci zdjeé koresponduje z
wynikami pomiarow aparaturowych tego parametru. Analiza wynikéw przedstawionych na rys. 21
wskazuje na znaczacy spadek stopnia ztuszczania naskorka po 4 tygodniach stosowania wszystkich
produktéw, zarowno w grupie badanej, jak i w grupie kontrolnej (p < 0,001), jednak nie stwierdzono
statystycznie istotnych roznic pomiedzy obiema grupami (p < 0,05).

Po dwoch tygodniach stosowania balsamu do ciala stopien ztuszczania naskdérka zmniejszyt
si¢ 0 11,22 punktow procentowych (p.p.) w grupie badanej oraz o 3,86 p.p. w grupie kontrolnej
(p = 0,086). Natomiast po 4 tygodniach w grupie badanej zaobserwowano spadek indeksu ztuszczania
0 18,05 p.p., podczas gdy w grupie kontrolnej spadt on o 8,7 p.p. (p = 0,062).

W przypadku kremu do rak po 2 tygodniach indeks zluszczania na skorze dioni zmniejszyt sie
0 7,46 p.p. w grupie badanej oraz 0 6,94 p.p. w grupie kontrolnej (p = 0,921). Natomiast po 4 tygodniach
stopien zluszczania naskorka spadt o 13,35 p.p. w grupie badanej oraz o 12,35 p.p. w grupie kontrolnej
(p=0,879).

Po 2 tygodniach stosowania kremu do twarzy indeks zluszczania zmniejszyt si¢ 0 9,27 p.p. w
grupie badanej oraz o 9,31 p.p. w grupie kontrolnej (p = 0,994). Natomiast po 4 tygodniach
zaobserwowano spadek indeksu zluszczania o 13,02 p.p. w grupie badanej oraz o 12,93 p.p. w grupie

kontrolnej (p = 0,990).
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Rysunek 21. Porownanie zmian stopnia zluszczania naskorka w grupie kontrolnej i badane;j
po 2 i po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu do twarzy.
Podsumowujac, pomimo iz produkty zawierajgce ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej
zmniejszaly indeks zluszczania naskorka w wigkszym stopniu, niz produkty kontrolne, rdéznice te nie
wykazywaly istotnosci statystycznej co sugeruje, ze decydujacy wplyw na zmniejszenie stopnia
zluszczania wywieraja sktadniki emolientowe formulacji, ktore wspieraja odbudowe funkcji bariery

naskorkowej [D5]. Dyskusja wynikéw znajduje si¢ w publikacji DS.
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8. Badania produktow dermokosmetycznych stanowiace istotng

czeS¢ wdrozeniowa pracy

Rozdzial ten dotyczy badan, ktore nie zostaly opublikowane w czasopismach naukowych,
natomiast stanowia kontynuacje badan in vivo dla dermokosmetykow pielegnacyjnych przedstawionych
w rozdziale 7 niniejszej pracy. Badania te stanowig podstawe dla potwierdzenia skuteczno$ci dziatania
produktéw na skoére atopowa, a tym samym opracowania deklaracji marketingowych bedacych
wymogiem Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 niezbednym do
wdrozenia produktéw na rynek. Ponadto, w rozdziale opisano etapy zmierzajace do opracowania
produktéw dermokosmetycznych przeznaczonych do mycia skoéry atopowej, a mianowicie emulsji do
mycia ciala oraz olejku do demakijazu, a nastgpnie potwierdzenia skutecznosci ich dzialania na skore
atopowa w badaniach aplikacyjnych in vivo. Przedstawione w rozdziale badania sa cze¢$cia

Indywidualnego Planu Badawczego oraz elementem wdrozeniowym niniejszej pracy doktorskiej.

8.1. Badania in vivo dla dermokosmetykow pielegnacyjnych (ciag dalszy)

Badania in vivo parametrow skory, takich jak pH powierzchni naskorka oraz zaczerwienienie
(rumien, erythema), a takze ocena wptywu badanego produktu kosmetycznego na mikrobiom skory
dostarczajg cennych informacji na temat skutecznosci zastosowanych dermokosmetykéw takich jak:
balsam do ciata, krem do rak oraz krem do twarzy w niwelowaniu stanu zapalnego w skorze atopowe;j
oraz przywracaniu fizjologicznej funkcji bariery naskorkowej i homeostazy mikrobiomu. Ponadto,
badania poréwnawcze z grupa kontrolng pozwalaja oceni¢ skuteczno$¢ dzialania ekstraktu oraz
biofermentu z wakroty azjatyckiej w przywracaniu prawidlowego pH powierzchni skory oraz

niwelowaniu rumienia bedacego wskaznikiem stanu zapalnego w skorze atopowej [43, 122].

8.1.1. Badanie pH powierzchni skéry

Kwasowe pH powierzchni skory jest kluczowe dla utrzymania integralno$¢ bariery naskorkowej
oraz homeostazy mikrobiomu skory [122-123]. Podwyzszenie tego parametru jest jednym ze skutkow
uszkodzonej bariery naskorkowej w AZS, a takze mutacji w genie filagryny, ktorej rozklad w zdrowej
skorze prowadzi do powstawania kwasow, migdzy innymi mlekowego 1 urokainowego,
odpowiadajacych za utrzymanie kwasnego pH naskorka. Mechanizmy prowadzace do podwyzszenia
pH powierzchni skoéry atopowej doktadnie opisano w rozdziale 2.1.2. Zbyt wysokie pH powierzchni
skory moze prowadzi¢ do niekontrolowanego wzrostu i wirulencji bakterii Staphylococcus aureus oraz
zwigkszenia stanu zapalnego [122]. Dlatego jednym z gtdéwnych celow pielegnacji skory atopowe;j jest
przywrocenie kwasnego pH powierzchni naskorka [124-125].

Warto$¢ pH powierzchni skory oceniono za pomocg urzadzenia Skin-pH-meter PH 905, ktore
mierzy st¢zenie jonéw H+ na powierzchni skory. Metode przedstawienia wynikow opisano w rozdziale

7.2.
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Z analizy wynikow pomiarow pH powierzchni skory przed rozpoczeciem stosowania badanych
dermokosmetykow pielegnacyjnych wynika, ze $rednia warto$¢ pH powierzchni skory byla
podwyzszona u wszystkich uczestnikéw badania, zaréwno w grupie badanej, jak i kontrolnej (rys. 22a).
Srednia warto$¢ pH mierzonego na skérze tutowia i konczyn w miejscach wystgpowania zmian
atopowych w grupie badanej wynosita 6,20, a w grupie kontrolnej 6,41. Natomiast srednia warto§¢ pH
na skorze dloni wynosita odpowiednio 6,31 w grupie badanej oraz 6,11 w grupie kontrolnej. W
przypadku skéry na policzkach srednia warto$¢ pH w grupie badanej wynosita 6,23, podczas gdy w
grupie kontrolnej wyniosta 5,64. Biorac pod uwagg powyzsze, badanie wplywu kosmetykow
zawierajacych ekstrakt i bioferment z Centella asiatica L. na wartosci pH powierzchni skory w
okolicach tutowia, dloni i policzkow byto bardzo istotnym parametrem oceniajacym mozliwosci
przywrocenia fizjologicznego pH powierzchni skory, ktore miesci si¢ zazwyczaj w zakresie od 4,5 do
5,5 [100].
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Rysunek 22. (a) pH powierzchni skory u uczestnikow badania przed rozpoczeciem stosowania
produktow dermokosmetycznych (dzien 0) oraz po 2 i po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata,
kremu do rak oraz kremu do twarzy wyrazone w jednostkach pomiarowych urzadzenia [AU];

(b) poréwnanie zmian pH powierzchni skory w grupie kontrolnej i badanej po 2 i po 4 tygodniach
stosowania balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu do twarzy w odniesieniu do pomiaru
poczatkowego.
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Przedstawione na rysunku 22(a) usrednione warto$ci pH powierzchni skory ciata oraz dioni
wskazuja na istotne obnizenie pH zaré6wno w grupie badanej, jak i kontrolnej po 2 i 4 tygodniach
stosowania balsamu do ciata i kremu do rak (p < 0,002). Natomiast pH powierzchni skory na policzkach
zmniejszyto si¢ znaczaco po 2 i 4 tygodniach stosowania kremu do twarzy tylko w grupie badanej
(p = 0,030), podczas gdy zmiany w grupie kontrolnej byly statystycznie nieistotne (p = 0,209). Na tej
podstawie mozna wnioskowac, ze produkty do pielegnacji skory ciata, tj. balsam do cata i krem do rak
sq istotnie skuteczne w przywracaniu fizjologicznego pH skory zaréwno w grupie badanej, jak i
kontrolnej, natomiast w przypadku pH skory twarzy wigksza skuteczno$cia cechowaly sie produkty
zawierajace w skladzie ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckie;j.

Natomiast porownujac réznice w obnizeniu pH powierzchni skory w grupie badane;j i kontrolne;j
przedstawione na rysunku 22(b) mozna wnioskowac¢, iz produkty zawierajgce ekstrakt i bioferment z
wakroty azjatyckiej wykazywaly istotng statystycznie przewage w skutecznosci obnizania pH
powierzchni skory ciata oraz twarzy juz po dwoch tygodniach stosowania balsamu do ciata i kremu do
twarzy (p < 0,050). Po zastosowaniu balsamu do ciala pH powierzchni skory obnizyto si¢ o0 12 % w
grupie badanej oraz o 4 % w grupie kontrolnej (p = 0,003), natomiast po zastosowaniu kremu do twarzy
pH w grupie badanej obnizylo si¢ o 11 %, podczas gdy w grupie kontrolnej nie uleglo zmianie
(p = 0,043). Po 4 tygodniach trend ten utrzymywat si¢, co oznacza istotnie wigksze obnizenie pH
powierzchni skory ciata w grupie badanej (o 17 %) w poréwnaniu z grupg kontrolna, gdzie pH obnizyto
si¢ 0 7 %. Wyniki te korespondowaty z obnizeniem pH powierzchni skory twarzy, ktore spadto znaczaco
bardziej w grupie badanej (o 10 %), podczas gdy w grupie kontrolnej pozostato bez zmian (p = 0,047).

Podsumowujac, surowce otrzymane z wakroty azjatyckiej maja znaczacy wplyw na obnizanie
pH powierzchni skory ciata oraz twarzy, co moze by¢ zwigzane z dziataniem przeciwzapalnym oraz
immunomodulujacym madekasozydu i azjatykozydu obecnych w ekstrakcie i biofermencie [82-87].
Ponadto, jak przedstawiono na rysunku nr 10 (rozdz. 6.2.1.) produkty dermokosmetyczne zawierajace
surowce z wakroty azjatyckiej majg nizsze pH niz probki kontrolne. Wynika to z licznych zwiazkow
kwasowych (np. kwasu mlekowego) obecnych w biofermencie z wakroty. W zwigzku z tym mozna
sugerowac, ze produkty ze sktadnikami aktywnymi na bazie wakroty azjatyckiej naturalnie zakwaszaja
powierzchnig skory, a tym samym wspomagaja odbudowe bariery naskorkowej poprzez przywrocenie
fizjologicznego pH skory. Jest to zgodne z wynikami przedstawionymi przez Blaaka i in., ktérzy
wykazali wplyw kosmetykow o kwasnym pH na obnizenie pH powierzchni skory i poprawe funkcji
bariery naskorkowej [124]. Podobny efekt wykazali Brinke i in., ktoérzy potwierdzili, ze buforowane
produkty do pielggnacji skory o pH<4,5 byly w stanie obnizy¢ pH powierzchni skoéry atopowej i
utrzymac¢ jego wartosci w zakresie fizjologicznym [125]. Ponadto badanie przeprowadzone przez Ratz-
Lyko i in. na modelu mikrozapalenia indukowanego nikotynianem metylu w skorze ludzkiej wykazato,
ze emulsja typu o/w 1 zel zawierajace 5% wag. ekstraktu z Centella asiatica L. znaczgco obnizyty pH
powierzchni skory ze wzgledu na regenerujacy wpltyw na barier¢ naskorkowa [126]. Co wigcej,

obnizenie pH powierzchni skory daje mozliwo§¢ przywrdocenia homeostazy mikrobiomu skory,
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poniewaz przywraca funkcje bariery naskérkowej, wspierajac rownowage mikroorganizmow
komensalnych takich jak Staphylococcus epidermidis, w stosunku do bakterii patogennych, takich jak
Staphylococcus aureus [127].

8.1.2. Badanie rumienia (erythema)

Rumien skory jest objawem towarzyszacym AZS, a jego nasilenie zalezy od cigzkosci choroby.
Zgodnie z systemem punktacji SCORing AtopicDermatitis (SCORAD), AZS o tagodnym przebiegu
charakteryzuje si¢ jasnor6zowym rumieniem, podczas gdy w umiarkowanym przebiegu choroby rumien
jest wyraznie widoczny. W cigzkiej postaci AZS wystepuje rumien o barwie ciemnoczerwonej [128].
Jednym z celow przeprowadzonego badania byla ocena wiasciwosci przeciwzapalnych testowanych
kosmetykow, przy czym rumien byt jednym ze wskaznikdéw stanu zapalnego.

Dane przedstawione na rysunku nr 23 wskazuja na istotne zmniejszenie intensywnosci rumienia
po 4 tygodniach stosowania wszystkich badanych produktéw dermokosmetycznych zarowno w grupie
badanej i kontrolnej (p < 0,001).

Balsam do ciala zawierajacy ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej znaczaco bardziej
redukowat intensywno$¢ rumienia na skorze ciata w poréwnaniu z probg kontrolng juz po 2 tygodniach
stosowania produktu (p = 0,022). W grupie badanej rumien zmniejszyt si¢ o 20 %, podczas gdy redukcja
rumienia w grupie kontrolnej wynosita 6%. Trend ten utrzymywat si¢ po 4 tygodniach stosowania
balsamu do ciata. W grupie badanej intensywno$¢ rumienia zmniejszyla si¢ znaczaco bardziej (o 24 %),
niz w grupie kontrolnej (o 15 %) osiagajac statystycznie istotne réoznice pomigdzy grupami (p = 0,041).

W przypadku stosowania kremu do rak rowniez odnotowano znaczaca przewage w
skutecznosci produktu zawierajacego ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej w odniesieniu do
proby kontrolnej juz po 2 tygodniach stosowania produktu (p = 0,038). W grupie badanej intensywnos¢
rumienia spadta o 24 %, podczas gdy w grupie kontrolnej o 15 %. Natomiast po 4 tygodniach stosowania
produktéw roznice pomigdzy grupa badang i kontrolng wyrownaty si¢ i nie byly statystycznie istotne
(p = 0,134). Intensywnos$¢ rumienia w grupie badanej spadta o 29 %, podczas gdy w grupie kontrolne;j
spadek wynosit 31 %.

Najmniejszy spadek intensywnosci rumienia zaobserwowano na skorze twarzy po zastosowaniu
badanego produktu. Po 2 tygodniach pielegnacji z uzyciem kremu do twarzy zarowno w grupie badane;j,
jak 1 w grupie kontrolnej rumief zmniejszyt si¢ o 12 % (p = 0,963). Natomiast po 4 tygodniach
stosowania produktu intensywno$¢ rumienia zmalata o 23 % w grupie badanej i o 20 % w grupie

kontrolnej, nie wykazujac istotnych réznic pomigdzy grupami (p = 0,747).
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Rysunek 23. Poré6wnanie zmian stopnia zaczerwienienia naskorka w grupie kontrolnej i badanej
po 2 i po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata, kremu do rgk oraz kremu do twarzy.

Podsumowujac, produkty do pielegnacji ciata, takie jak balsam i krem do ragk zawierajace
ckstrakt 1 bioferment z wakroty azjatyckiej wykazuja wicksza skuteczno$¢ w redukowaniu
intensywnos$ci rumienia u chorych na AZS w poréwnaniu z grupg kontrolng po ich zastosowaniu na
skore tutowia i dloni. Nie zaobserwowano jednak istotnych réznic miedzy grupa badana, a kontrolng w
redukcji rumienia na twarzy po zastosowaniu badanego produktu. Oceniajac wyniki redukcji wskaznika
rumienia w okolicy tutlowia, dtoni i policzkéw, mozna wnioskowac, ze kluczowg rolg odgrywa zaréwno
ekstrakt i bioferment z Centella asiatica L., ktéry ma wlasciwosci przeciwzapalne (proba badana) jak i
odpowiednio skomponowana baza emolientowa badanych produktéw (proba kontrolna). Wiasciwos$ci
przeciwzapalne ekstraktu z Centella asiatica L. zostaly szeroko udowodnione, szczegdlnie w leczeniu
ran, a takze na mysich modelach AZS [21, 129-130]. Otrzymane przeze mnie wyniki korespondujg z
wynikami badan in vivo przeprowadzonych przez Ratz-Lyko i in., ktore rowniez wykazaly statystycznie
istotng redukcje intensywnosci rumienia na modelu mikrozapalenia indukowanego metylonikotynianem
w ludzkiej skorze [126]. Ponadto, do redukcji stanu zapalnego w skorze, a tym samym niwelowania
intensywnosci rumienia, moze przyczyniaé si¢ reuteryna, ktora jest jednym z metabolitow bakterii L.
reuteri, obecnym w biofermencie z wakroty azjatyckiej stosowanym w probkach badanych testowanych
formulacji. Badanie in vitro przeprowadzone przez Chen i in. dowiodlo, Ze reuteryna produkowana
przez L. reuteri zmniejszata poziom wolnych rodnikéw w mitochondrialnych komorkach makrofagéw
RAW 264.7 pochodzacych od myszy BALB/c, a takze poziom czynnikoéw prozapalnych, takich jak
TNF-a, IL-18 i IL-6 [90].

8.1.3. Ocena mikrobiomu skory

Istotng czeScig oceny skutecznosci dzialania balsamu do ciatla zawierajacego ekstrakt i
bioferment z wakroty azjatyckiej byta ocena jego wptywu na mikrobiom skory z AZS. Celem badania

bylo zweryfikowanie, czy dlugoterminowe stosowanie badanego dermokosmetyku przywraca
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homeostaze mikrobiomu skory atopowej. Ze wzgledu na to, ze zmiany skorne w AZS najczesciej
wystepuja w miejscach predykcyjnych na skérze konczyn oraz tutowia, obejmujac miedzy innymi
zgiecia tokciowe, wymazy do badan pobrano ze skory wewnetrznej czesci tokcia, jako obszaru
reprezentatywnego i najbardziej dotknietego AZS. Pierwszym etapem badania byta ilo§ciowa ocena
mikroorganizméw [CFU/cm?] zasiedlajgcych skore w zgieciu tokciowym przed natozeniem balsamu do
ciata (pomiar poczatkowy) oraz po 4 tygodniach jego stosowania.

Analizujgc wyniki przedstawione na rysunku nr 24 stwierdzono istotng roéznice w ilosci
mikroorganizméw przed i po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata (p = 0,005, test U Manna-
Whitneya). W poréwnaniu do stanu wyjsciowego, po 4 tygodniach stosowania balsamu do ciata liczba
mikroorganizméw na badanym obszarze ciala wzrosta znaczaco, tj. o 38 % (rys. 24). Oznacza to, ze
proponowana terapia wspiera i chroni liczbe¢ mikroorganizmoéw na wybranym obszarze skory

(wewngtrzna cze$¢ tokcia).

[losciowa ocena mikrobiomu skory
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Rysunek 24. Poréwnanie ogolnej liczby bakterii sktadajacych si¢ na mikrobiom skory zgigcia
tokciowego u chorych na AZS przed zastosowaniem balsamu do ciata (pomiar poczatkowy)
oraz po 4 tygodniach stosowania produktu.

Znaczny wzrost liczby mikroorganizmow na skorze dotknigtej AZS po 4 tygodniach stosowania
balsamu do ciala moze by¢ efektem dziatania skladnikow zawartych w formulacji: emolientow,
triterpendéw pochodzacych z ekstraktu z wakroty azjatyckiej, a takze postbiotykow zawartych w
biofermencie. Otrzymane wyniki koresponduja z wynikami innych badaczy. Udowodniono, ze
formulacje typu emolient plus przywracaja naturalng bariere skorng i pomagajg zmniejszy¢ dysbioze
poprzez zwigkszenie réznorodnosci mikrobiologicznej [65-66]. W badaniu przeprowadzonym przez
Lynde i in. wykazano, ze produkty typu emolient plus, zawierajace substancje antyoksydacyjne i
przeciwbakteryjne mogg zwigkszaé¢ réznorodnos¢ mikrobiomu na skorze atopowej [131]. Pozytywny
wplyw emolientdéw na mikrobiom skory osob cierpigcych na AZS zostat rowniez potwierdzony w
badaniu przeprowadzonym przez Stalder’a i in. [132]. Znaczacy wplyw na wzrost liczebnosci bakterii
na skorze zgiecia tokciowego po zastosowaniu balsamu do ciata niewatpliwie wywiera rowniez poprawa

funkcji bariery naskoérkowej, ktorag udowodniono dzigki obnizeniu wartosci TEWL (rozdziat 7.2.2.,
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publikacja D4) oraz pH powierzchni skory (rozdziat 8.1.1.). W badaniu przeprowadzonym przez Fluhr
11in. r6wniez opisano zwigzek miedzy réznorodnos$cia mikrobiomu a integralno$cia bariery naskorkowej
1 warto$cia pH skory. Efekt uszkodzenia bariery naskérkowej uzyskano poprzez 5-cio krotne usuwanie
warstwy rogowej naskdrka za pomoca specjalnej tasmy. Wykazano, ze miejscowe stosowanie balsamow
o réznych wartosciach pH przyspiesza normalizacje mikrobiomu skory, przy czym nieco wyzsza
skuteczno$¢ odnotowano w przypadku balsamow o nizszym pH [133].

Kolejnym czynnikiem, ktory mogt mie¢ wptyw na wyniki badania byly lizaty szczepow bakterii
L. reuteri znajdujace si¢ w biofermencie z wakroty azjatyckiej. Najnowsze badania wskazuja, ze
stosowanie szczepow Lactobacillus w formulacjach miejscowych w leczeniu AZS, zaréwno jako zywe
bakterie (probiotyki) oraz jako niezywione mikroorganizmy i ich metabolity (postbiotyki) stale rosnie.
Butler i wsp. badali wptyw stosowania miejscowego produktu z zywymi szczepami Lactobacillus
reuteri DSM 17938 na skore dotknigta atopowym zapaleniem skoéry u dorostych. Wykazano
statystycznie i klinicznie istotng poprawg wskaznika SCORAD po 4 i 8 tygodniach stosowania badanego
produktu [91]. Khmaladze i in. przeprowadzili badanie poréwnawcze efektow stosowania zywych
bakterii oraz lizatow szczepu Lactobacillus reuteri DSM 17938 w zastosowaniach miejscowych na
modelach skory, w ktorych proces zapalny wywotano za pomoca promieniowania UVB. Zaréwno zywe
bakterie, jak i lizaty zmniejszaly ilo§¢ prozapalnych cytokin, takich jak IL-6 i IL-8, w
zrekonstruowanym ludzkim naskérku i natywnych modelach skory. Miaty one rowniez pozytywny
wplyw na barier¢ naskérkowa poprzez zwigkszenie poziomu akwaporyny i lamininy [134]. Mozna
wnioskowad, ze integralnos¢ bariery naskorkowej moze posrednio wptywac na liczebno$¢ mikrobiomu
skory.

Kolejnym etapem badan nad mikrobiomem skory byta jakosciowa identyfikacja wybranych
gatunkow mikroorganizmow, takich jak: Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp.,
Pantoea spp., Bacillus spp., Neisseria spp., Lactobacillus spp. i Cutibacterium acnes, zyjacych na
skorze chorych na AZS. Wyniki analizy, ktore przedstawiono w tabeli nr 14 pokazuja, Ze szczep
Staphylococcus aureus, ktory czgsto wystepuje u pacjentdw z AZS nie zostat zidentyfikowany u
zadnego z nich na badanym obszarze skéry. Powodem moze by¢ to, ze zaden z ochotnikoéw nie
doswiadczyt zaostrzen choroby w okresie trwania badania. S. aureus jest czesto izolowany ze skory
pacjentow z AZS w okresie zaostrzen, poniewaz réznorodno$¢ mikrobiomu skory jest wowczas
zmniejszona z powodu mniejszej konkurencji ze strony mikroorganizméw komensalnych, takich jak
Staphylococcus epidermidis oraz wyzszego pH powierzchni skory, co sprzyja kolonizacji S. aureus
[135]. Ponadto, do zapobiegania kolonizacji skory bakterig S. aureus mogg si¢ przyczyniaé lizaty i
bakteriocyny bakterii S. reuteri znajdujace si¢ w biofermencie z wakroty azjatyckiej. Badanie
przeprowadzone przez Princea i in. wykazato, ze S. reuteri moze zahamowa¢ apoptoz¢ komorek
keratynocytow wywotang przez S. aureus zarowno w niezréznicowanych, jak i zrdéznicowanych

keratynocytach [136].
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Szczepy bakterii Staphylococcus epidermidis, ktore sg uwazane za pozyteczne mikroorganizmy
komensalne, zostaty zidentyfikowane na skorze kazdego z ochotnikow przed rozpoczeciem stosowania
balsamu do ciata oraz po 4 tygodniach stosowania preparatu (tab. 14). Otrzymane wyniki sugeruja, ze
zastosowany dermokosmetyk nie eliminuje ze skory komensalnej bakterii S. epidermidis, ktora jest
niezbedna do utrzymania homeostazy mikrobiomu skéry i zapobiegania nadmiernej kolonizacji S.
aureus. Wyniki te koresponduja z wynikami badan przeprowadzonych przez Nakatsuji i in., ktére
wykazaty, ze bakterie fizjologicznie bytujace na ludzkiej skorze, takie jak S. epidermidis i S. hominis,
uczestniczg w obronie gospodarza poprzez zahamowanie wzrostu bakterii S. aureus dzigki promowaniu
wydzielania peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMP) w skorze [137]. Z drugiej strony, w badaniu
przeprowadzonym przez Ochlich i in. wskazano, ze znaczaco wigksza liczebnos$¢ S. epidermidis w
cigzkim atopowym zapaleniu skory aktywowala prozapalny czynnik transkrypcyjny NF-xB i
indukowata ekspresje prozapalnych cytokin w ludzkich pierwotnych keratynocytach, co oznacza, ze
bakterie patogenne w stosunku do komensalnych musza by¢é w rownowadze, a przewaga jednego z
rodzajow bakterii powoduje powstawanie stanu zapalnego [138].

Ponadeto, jak przedstawiono w tab. 14, badany kosmetyk eliminowat ze skory bakterie z rodzaju
Pantoea (u jednego uczestnika) oraz Bacillus spp. (u 3 uczestnikow badania). Obydwa drobnoustroje to
patogeny oportunistyczne i sg sktadnikiem niepozadanym w mikrobiomie skory ludzkie;j.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wnioskowaé, ze bioferment oraz ekstrakt z
wakroty azjatyckiej przyczynily si¢ do zapobiegania wzrostowi Staphylococcus aureus oraz eliminacji
oportunistycznych bakterii z rodzaju Pantoea oraz Bacillus spp. u ochotnikow z AZS, dzieki obnizaniu
pH powierzchni skory (rozdziat 8.1.1.) oraz dziataniu antybakteryjnemu. Uzyskane wyniki znajduja
potwierdzenie w literaturze. Udowodniono, ze triterpeny zawarte zarowno w ekstrakcie, jak i
biofermencie z Centella asiatica L. wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne wobec szczepdw
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Listeria monocytogenes i Bacillus cereus [139].

Tabela nr 14. Jakosciowy sktad mikrobiomu uczestnikow badania przed zastosowaniem balsamu do
ciala oraz po 4 tygodniach stosowania produktu (+ oznacza obecnos$¢ mikroorganizmu, - oznacza brak
obecnosci mikroorganizmu na skorze).

Uczestnik  Rodzaj zidentyfikowanego Przed zastosowaniem Po 4 tyg. stosowania
LEG BB mikroorganizmu balsamu do ciala balsamu do ciala
1 Staphylococcus epidermidis + +
Micrococcus spp. + +
Corynebacterium spp. + +
Cutibacterium acnes + +
Pantoea spp. + =
2 Staphylococcus epidermidis + +
Micrococcus kristinae + -
Staphylococcus caprae + +
Bacillus spp. + =
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Staphylococcus xylosus

3 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus capitis
Micrococcus spp.

Neisseria spp.

4 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Micrococcus spp.

5 Staphylococcus epidermidis
Micrococcus spp
Neisseria spp.
Corynebacterium spp.

+ o+ + o+ o+ +

6 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus capitis
Bacillus spp.

+ o+ 4+ o+ o+ o+

7 Staphylococcus epidermidis
Lactobacillus spp.
Bacillus spp.
Corynebacterium spp.

8 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis
Micrococcus spp.

+ +

+ o+ + + o+

9 Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus caprae
Corynebacterium spp.

10 Staphylococcus epidermidis
Corynebacterium spp.
Cutibacterium acnes

e I e e e e e S o I e S I S I S S S
1

+ o+ + o+t

Micrococcus spp.

8.2. Badania in vivo dla dermokosmetykow myjacych

Rozdzial ten powstat na podstawie badan nieopublikowanych w czasopismach naukowych.
Niemniej jednak, opracowanie formulacji dla dwoch dermokosmetykéw myjacych: emulsji do mycia
ciata oraz olejku do demakijazu jest czeScia Indywidualnego Planu Badawczego oraz elementem
wdrozeniowym niniejszej pracy doktorskiej.

Mycie skory atopowej jest rownie waznym etapem, jak jej pielegnacja. Nieodpowiednio
dobrane produkty myjace na bazie anionowych surfaktantoéw o duzym potencjale draznigcym niszcza
lipidy oraz bialka bariery naskorkowej, ktore w AZS nie funkcjonuja prawidlowo i wymagaja
odpowiedniego podejscia majacego na celu ich odbudoweg [67-68]. Konsekwencje zle dobranych
produktow myjacych do potrzeb skory z AZS doktadniej opisano w rozdziale 2.2.2. niniejszej pracy. W
zwigzku z tym formulacja emulsji do mycia ciata zostata opracowana gtownie na bazie tagodnych

surfaktantow niejonowych oraz substancji renattuszczajacych (emolientdw), ktore nie naruszajg
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integralnoéci bariery naskorkowej, ale wspomagaja jej odbudowe oraz tagodza sucho$¢ skory.
Natomiast olejek do demakijazu jest produktem z niskg aktywnoscig wody, co jest zwigzane tym, ze

opracowany zostat na bazie lipidow oraz tagodnego surfaktantu.

8.2.1. Preparatyka emulsji do mycia ciala

Emulsja typu o/w do mycia ciata zawiera tagodny surfaktant anionowy na bazie aminokwasu-
kwasu glutaminowego (Amisoft ECS 22W, INCI: Disodium Cocoyl Glutamate), ktoérego dziatanie
dodatkowo jest ztagodzone poprzez dodanie do receptury surfaktantow niejonowych, do ktérych naleza:
alkilopoliglukozydy (Appyclean 6781), otrzymane w wyniku procesu fermentacji soforolipidy
(Sophance LA-A) oraz glukozydy (Olivoil Fruttoside BAS). Ponadto, surfaktanty te sa bezpieczne dla
srodowiska wodnego, tatwo biodegradowalne oraz maja niski potencjat drazniacy [117-119]. Dla
zapewnienia ochrony bariery naskorkowej oraz jej odbudowy, emulsja do mycia ciata zawiera ceramid
i emolienty w ilo$Sci 16% wag. oraz humektanty pochodzenia naturalnego: ekstrakt otrzymywany z
owocnikow grzyba Tremella, stanowigcy alternatywe dla kwasu hialuronowego, a takze propanediol,
bedacy zamiennikiem glikolu propylenowego. Produkt zostal opracowany w wersji badanej
zawierajacej 5 % wag. ekstraktu z wakroty azjatyckiej oraz 7 % wag. biofermentu z wakroty azjatyckiej.

W celu przygotowania formulacji emulsji do mycia ciata sktadniki fazy wodnej emulsji (A) nr
1-3 (tab. 15) nawazono do szklanej zlewki oraz wymieszano za pomocg mieszadta mechanicznego Hei-
Torque 100 Value. Nastepnie dodano wymieszane ze soba sktadniki fazy (B) nr 4-5 i mieszano za
pomoca mieszadla mechanicznego Hei-Torque 100 Value do uzyskania jednorodnej masy, bez grudek.
Dodano sktadnik fazy (C) nr 6 i wymieszano za pomoca mieszadta mechanicznego. Do catosci dodano
wymieszane ze sobg sktadniki fazy (D) nr 7-10. Sktadniki fazy olejowej emulsji (E) nr 11-22 nawazono
do zlewki i wymieszano za pomocg mieszadta mechanicznego, a nast¢gpnie zhomogenizowano za
pomoca homogenizatora IKA Ultra Turrax T 18 Digital. Nast¢pnie dodano wymieszane sktadniki fazy
olejowej (E) do wymieszanych sktadnikow fazy wodnej (A-D) podczas mieszania z wykorzystaniem
mieszadta mechanicznego. Po potaczeniu si¢ fazy wodnej z olejowa masg¢ zhomogenizowano za pomocg
homogenizatora. Dodano sktadnik fazy (F) nr 23, mas¢ wymieszano oraz zhomogenizowano. Caty

proces przebiegatl w temperaturze pokojowej wynoszacej okoto 25 °C.

Tabela 15. Sktad emulsji do mycia ciata (typu o/w).

Faza Nazwa handlowa Dostawca Funkcja Zakres
emulsji surowca stezenia
[% w/w]
1 A Woda - Rozpuszczalnik 1-50
A Ekstrakt z wakroty Laboratorium Symbiosis = Substancja aktywna @5
azjatyckiej
3 A Centella asiatica Laboratorium Symbiosis = Substancja aktywna 7
Bioferment GEO
4 B Massocare Comercial Quimica Humektant, booster = 1-10
Propanediol Nat MB = Masso konserwacji
5 B Solagum AX Seppic Zagestnik 1-5
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HyaCare® Tremella

Amisoft ECS-22 W

Appyclean 6781
RSPO MB
Olivoil Fruttoside
BAS

Sophance LA-A

Galehemp OW
Fludifeel Easy
Tego Remo 95 MB
Akogel™

Softigen®Pura
Synovea® EL
Phytosqualan®
LIPEX® PreAct™
Tocomix L70- IP
Organic CO
Citropol H
Ceramidone®

CeraFluid®

E-Leen Green C

Adara Poland

Barentz

HSH Chemie
Cornelius Polska
Adara Poland

Aston Chemicals Ltd.
Seppic

Adara Poland
Nordmann, Rassmann
GmbH

Biesterfeld
Spezialchemie GmbH
Biesterfeld
Spezialchemie GmbH
Biesterfeld
Spezialchemie GmbH
Nordmann, Rassmann
GmbH

IMCD Group

Safic- Alcan Poland
Aston Chemicals Ltd.
Amita Health Care
Poland

Safic- Alcan Poland

Sktad INCI emulsji do mycia przedstawia si¢ nastepujaco:

Ingredients/ INCI: Aqua, Propanediol, Polyglyceryl- 4 Hemp Seedate, Caprylic/Capric Triglyceride ,
Disodium Cocoyl
Lactobacillus/Centella Asiatica Extract Ferment, Pentylene Glycol, Hydrogenated Vegetable Oil,
Polycitronellol Acetate, Glyceryl Oleate, Sorbitan Caprylate, Triolein, Sodium Cocoyl/Olivoyl
Hydrolyzed Oat Protein, Canola Oil, Caprylyl/ Capryl Glucoside, Squalane, Lauryl Glucoside, Ethyl
Linoleate, Polyglyceryl-6 Laurate, Hydrogenated Rapeseed Oil, Xanthan Gum, Ceramide NP, Glyceryl
Dioleate, Octyldodecyl PCA, Acacia Senegal Gum, Glyceryl Caprylate/ Caprate, Tocopherol, Myristyl
Glucoside, Fructose, Fructosyl Cocoate/Olivate, Ethyl Oleate, Helianthus Annuus Seed Oil, Sodium
Lactate, Lactic Acid, Centella Asiatica Extract, Ethyl Palmitate, Acetic Acid, Tremella Fuciformis

Sporocarp Extract, Gluconolactone, Protocatechic Acid, Caffeic Acid, Sodium Benzoate, Gallic Acid,

Glutamate,

Glycolipids,

Ethyl Linolenate, Reuterin, Calcium Gluconate.
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Substancja
aktywna, zagestnik
Surfaktant
anionowy, amino-
kwasowy
Surfaktant
niejonowy
Surfaktant
niejonowy
Bio-surfaktant,
soforolipid
Emulgator
Emulgator
Zagestnik, emolient
Emolient

Emolient
Emolient
Emolient
Emolient
Antyoksydant,
emolient
Emolient
Emolient

Emolient, ceramid

Konserwant

0,01-1

1-20

Caprylyl/Capryl Wheat Bran/Straw Glycosides,



8.2.2. Preparatyka olejku do demakijazu

Olejek do demakijazu zawiera tagodny dla skory surfaktant Surfinesse™ Cleanse otrzymywany
z oliwek, ktory emulguje na skorze po kontakcie z woda, tworzac posta¢ delikatnego mleczka. Dzieki
procesowi emulsyfikacji skutecznie usuwa makijaz oraz nadmiar sebum 1 zanieczyszczen
srodowiskowych ze skory, nie naruszajac integralnos$ci bariery naskorkowej. Ponadto, receptura
produktu oparta jest o dziatanie emolientéw, a zawarto$¢ wody w formulacji jest znikoma (niska
aktywno$¢ wodna). Produkt zostat opracowany w wersji badanej zawierajacej 12 % wag. ekstraktu z
wakroty azjatyckiej (wersja olejowa). Ze wzglgdu na przeznaczenie produktu do stosowania w
okolicach oczu i zapewnienie bezpieczenstwa konsumentom, zrezygnowano z uzycia biofermentu z
wakroty azjatyckiej, ktory w swoim sktadzie zawiera liczne kwasy organiczne, powstajace w wyniku
procesu fermentacji, mogace wykazywaé dziatanie draznigce na btong $luzowa oka.

W celu przygotowania formulacji olejku do demakijazu sktadniki fazy olejowej (A) nr 1-11
(tab. 16) nawazono do szklanej zlewki oraz wymieszano za pomoca mieszadta mechanicznego Hei-
Torque 100 Value. Nastgpnie dodano sktadnik fazy (B) nr 12 i mieszano za pomocg mieszadta
mechanicznego Hei-Torque 100 Value do uzyskania klarownej masy. Caly proces przebiegal w

temperaturze pokojowej wynoszacej okoto 25 °C.

Tabela 16. Sktad olejku do demakijazu.

Faza Nazwa handlowa Dostawca Zakres

emulsji surowca stezenia
[% w/w]

1 A Surfinesse™ Cleanse HSH Chemie Emulgator, 20-50
surfaktant

2 A Synovea® EL Biesterfeld Emolient 1-5
Spezialchemie GmbH

3 A KAK HL Amita Health Care Emolient 10-40
Poland

4 A Gosulin IL Amita Health Care Emolient 10-30
Poland

5 A Emotion Silky Amita Health Care Emolient 1-20
Poland

6 A LIPEX® PreAct™ Nordmann, Rassmann Emolient 1-5
GmbH

7 A Rice Bran Oil IMCD Group Emolient 1-20

8 A Apricot Kernel Oil IMCD Group Emolient 1-20

RBDW
9 A Tocomix L70- IP IMCD Group Antyoksydant, 0,1-3
Organic CO emolient

10 A Ceramidone® Aston Chemicals Ltd. Emolient 0,1-5

1 A Centella asiatica Oil DKSH Sktadnik aktywny = 12

12 B Woda - Rozpuszczalnik 0,1-1,5

Sktad INCI olejku do demakijazu przedstawia si¢ nastepujaco:
Ingredients/ INCI: Hexyl Laurate, Polyglyceryl-4 Olivate, Isoamyl Laurate, Prunus Armeniaca Kernel
Oil, Neopentyl Glycol Dipelargonate, Rice Bran Oil, Helianthus Annuus Seed Oil, Canola Oil, Ethyl
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Linoleate, Ethyl Olivate, Isoamyl Cocoate, Octyldodecyl PCA, Aqua, Tocopherol, Ethyl Oleate, Ethyl
Palmitate, Centella Asiatica Extract, Ethyl Linolenate.

8.2.3. Opis grupy badanej i przebiegu badan in vivo

Badania in vivo dla dermokosmetykow myjacych nie byly badaniami porownawczymi z grupa
kontrolna. Ze wzgledu na uzyskanie wiarygodnych wynikéw, niebedacych sumg dziatania produktow
pielegnacyjnych oraz myjacych, grupa badana byta zrekrutowana od nowa, a jej uczestnicy nie
pokrywali si¢ z uczestnikami kontrolowanych badan randomizowanych, pojedynczo zaslepionych
opisanych w rozdziale 7.2.1. W badaniu wzi¢to udziat 10 ochotnikow w wieku od 23 do 36 lat, 1
mezezyzna (10 %) oraz 9 kobiet (90 %) posiadajacych skore wrazliwg 1 atopowa zgodnie z gtdéwnymi
kryteriami diagnostycznymi Hanifina i Rajki [120] oraz fagodny do umiarkowanego przebieg choroby.
Kryteria wlaczenia i wylaczenia z badan pokrywaja si¢ z kryteriami opisanymi w rozdziale 7.2.1.
niniejszej pracy. Ochotnicy stosowali produkty zawierajace 5 % wag. ekstraktu i 7 % wag. biofermentu
z wakroty azjatyckiej (emulsja do mycia ciata), lub 12 % wag. ekstraktu z wakroty azjatyckiej (olejek
do demakijazu) przez okres 2 tygodni, dwa razy dziennie, po uzyciu sptukujac skore woda. Pomiaréw
parametrow skory, takich jak: TEWL, poziom nawilzenia, pH powierzchni oraz intensywno$¢ rumienia
dokonano w miejscach wystgpowania zmian atopowych na skorze tutowia i konczyn dolnych (emulsja
do mycia ciala) oraz policzkow (olejek do demakijazu) przed rozpoczeciem badania oraz po 2

tygodniach stosowania produktéw. Metodyka badan zostata opisana w rozdziale 7.2.

8.2.4. Badanie poziomu przeznaskorkowej utraty wody (TEWL)

Z analizy wynikow dotyczacych zmian wartos§ci TEWL po 2 tygodniach stosowania emulsji do
mycia ciala oraz olejku do demakijazu przedstawionych na rysunku 25 wynika, ze obydwa produkty
powodowaly znaczne obnizenie wartosci TEWL w odniesieniu do pomiaru poczatkowego (rys. 25).

Po 2 tygodniach stosowania emulsji do mycia ciala wartos¢ TEWL obnizyta si¢ o 20 %,
natomiast olejek do demakijazu powodowat spadek TEWL o 19 %. Wyniki badan potwierdzaja, ze
obydwa produkty do mycia wspieraja odbudowe funkcji bariery naskorkowej, co s$wiadczy o wlasciwym
dobraniu proporcji i rodzaju sktadnikow produktu, takich jak surfaktanty oraz emolienty.

Otrzymane wyniki korespondujg z wynikami badania przeprowadzonego przez Spada i in., w
ktorym wykazano znaczne zmniejszenie TEWL oraz zwigkszenie poziomu nawilzenia naskorka po
zastosowaniu preparatu do mycia skory zawierajacego ceramidy i emolienty u pacjentéw z egzema

[140].
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Rysunek 25. Zmiany warto$ci TEWL [g/m?/h] po 2 tygodniach stosowania emulsji do mycia ciata
oraz olejku do demakijazu; dzien O0-pomiar przed rozpoczgciem stosowania badanych preparatow.

8.2.5. Badanie poziomu nawilzenia naskérka

Analizujac wyniki przedstawione na rysunku 26 mozna stwierdzi¢, ze zar6wno w rezultacie
stosowania emulsji do mycia ciata, jak i olejku do demakijazu poziom nawilzenia naskorka ulegt
znacznej poprawie. Po 2 tygodniach stosowania emulsji do mycia ciata nawilzenie naskorka wzrosto o
28 % w stosunku do pomiaru poczgtkowego, natomiast po 2 tygodniach stosowania olejku do
demakijazu odnotowano wzrost poziomu nawilzenia o 49 %. Wickszy wzrost nawilzenia w wyniku
stosowania olejku do demakijazu moze by¢ wspierany przez rodzaj formulacji. Olejek jest formulacja
praktycznie bezwodng, zawierajacg bardzo niewielka ilos¢ wody w sktadzie. Ponad 75 % sktadnikow
receptury stanowiag oleje i emolienty, ktore uzupetniaja lipidy warstwy rogowej naskorka, powodujac
ograniczenie TEWL a tym samym wzrost stopnia nawilzenia naskorka. Otrzymane wyniki koresponduja
z wynikami pomiaréw wartosci TEWL, ktore przedstawiono w rozdziale 8.2.4. Podobne rezultaty
badania z wykorzystaniem produktu myjacego zawierajacego tagodne substancje myjace oraz emolienty
u 0s0b z AZS otrzymat zespot pod kierownictwem Favrel [141]. Pacjenci testowali emulsj¢ do mycia
jako jedyny $rodek pielegnacyjny. W wyniku regularnego stosowania stwierdzono znaczne zwigkszenie
stopnia nawilzenia naskorka, co potwierdza wptyw bazy emolientowej i surfaktanowej w produktach

do mycia skory z AZS na poziom jej nawilzenia [141].
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Rysunek 26. Zmiany wartosci nawilzenia naskorka [AU] po 2 tygodniach stosowania emulsji do
mycia ciata oraz olejku do demakijazu; dzien 0-pomiar przed rozpoczeciem stosowania badanych
preparatow.

8.2.6. Badanie pH powierzchni skory

Analizujac wyniki przedstawione na rysunku 27 mozna stwierdzi¢, ze zar6wno stosowanie
emulsji do mycia ciala oraz olejku do demakijazu powoduje nieznaczne obnizenie pH powierzchni skory
u potowy badanych. Po dwdch tygodniach stosowania emulsji do mycia ciata warto$¢ pH powierzchni
skory zmniejszyla si¢ o0 6 % w stosunku do warto$ci poczatkowej, spadajac z wartosci 5,67 do wartosci
5,33. Natomiast po 2 tygodniach stosowania olejku do demakijazu pH powierzchni skory obnizylo si¢
0 3 % spadajac z wartos$ci 5,85 do warto$ci 5,67. Natomiast w catej grupie badanej nie stwierdzono
zwigkszenia poziomu pH, co $wiadczy o tym, ze produkt nie zaburza funkcjonowania bariery
naskorkowej. Spadek pH powierzchni skory po zastosowaniu obydwu produktow moze wynika¢ z kilku
czynnikow: ochrony bariery naskoérkowej dzigki zawartym w formulacjach emolientom, dziataniu
przeciwzapalnemu dzigki surowcom pochodzacym z wakroty azjatyckiej oraz pH testowanych
formulacji, ktorego warto$¢ byta zblizona do fizjoloicznego pH skory (5,5). Czynniki te w naturalny
sposob zakwaszaja powierzchni¢ skory, wspierajac odbudowe funkcji bariery naskorkowej. Otrzymane
wyniki korespondujg z wynikami badania przeprowadzonego przez Lee i in., w ktdérym zastosowano
preparat myjacy o obnizonej warto$ci pH do pielggnacji skory dzieci z AZS [142]. Po 6 tygodniach
stosowania zaobserwowano obnizenie pH powierzchni skory, TEWL oraz intensywnos$ci rumienia, a
takze spadek nasilenia objawow choroby [142]. Ponadto, opracowane produkty myjace nie zawieraja
mydla, a oparte sg o dzialanie surfaktantow pochodzacych z biofermentacji (soforolipidow),
niejonowych, o niskim potencjale draznigcym [39]. Badania wykazaly poprawe¢ kliniczng przy

stosowaniu produktow myjacych bez mydta w potaczeniu z miejscowymi metodami leczenia AZS [69].
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Rysunek 27. Zmiany warto$ci pH powierzchni naskérka [AU] po 2 tygodniach stosowania emulsji do
mycia ciata oraz olejku do demakijazu; dzien 0-pomiar przed rozpoczeciem stosowania badanych
preparatow.

8.2.7. Badanie rumienia (erythema)

Jak wynika z danych przedstawionych na rysunku 28 zarowno emulsja do mycia ciata, jak i
olejek do demakijazu przyczynialy si¢ do znacznego obnizenia intensywnosci rumienia po 2 tygodniach
ich stosowania w odniesieniu do wartosci poczatkowych. W przypadku emulsji do mycia ciata
intensywnos$¢ rumienia obnizyta si¢ 0 22 %, spadajac z wartosci 328 AU do wartosci 256 AU. Natomiast
po 2 tygodniach stosowania olejku do demakijazu intensywno$¢ rumienia obnizyta si¢ o 24 %, spadajac
z wartosci 338 AU do 256 AU. Otrzymane wyniki potwierdzaja wpltyw wlasciwosci przeciwzapalnych
ekstraktu z wakroty azjatyckiej, a takze odpowiednio skomponowanej bazy emolientowej i
surfaktantowej, ktora nie podraznia skory, a wspiera odbudowe bariery naskorkowej oraz niweluje stan

zapalny, co koreluje z obnizeniem intensywnosci rumienia.
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Rysunek 28. Zmiany intensywnosci rumienia [AU] po 2 tygodniach stosowania emulsji do mycia
ciata oraz olejku do demakijazu; dzien O-pomiar przed rozpoczeciem stosowania badanych
preparatow.
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8.3. Badania niezb¢dne do wdrozenia dermokosmetykow zgodnie

z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)

nr 1223/2009

W celu wdrozenia produktow na rynek przeprowadzono pakiet badan zgodnie z

Rozporzadzeniem WE) nr 1223/2009, ktore zebrano w tabeli nr 17.

Tabela 17. Pakiet badan w celu wdrozenia produktu na rynek.

Badanie

Czysto$¢ mikrobiologiczna

Test konserwacji

Dermatologiczne (patch testy)

Stabilno$ci produktu w zmiennych
warunkach temperaturowych: 4 °C, 45 °C,
S°C—45°C

Numer sprawozdania ‘

MIK/1/2023, MIK/2/2023, MIK/3/2023,
MIK/1/2024, MIK/2/2024
TK/1/2023, TK/2/2023, TK/3/2023, TK/1/2024,

TK/2/2024

BST 711413 ZBP 18018
BST Z11533 ZBP 18657
BST Z11533 ZBP 1865 6
BST Z-11529/ ZBP-18633
BST Z-11530/ ZBP-18642
STAB/1/2024
STAB/2/2024
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V. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W toku przeprowadzonych badan opracowano pi¢¢ zrownowazonych formulacji
dermokosmetykow przeznaczonych do kompleksowej pielegnacji i mycia skory atopowej, z czego trzy
byly przedmiotem badan przedtozonej pracy doktorskiej. W wyniku oceny srodowiskowej surowcow
wyselekcjonowano zgodne z kryteriami COSMOS sktadniki pochodzenia naturalnego, ktére zostaty
przetworzone w procesach uwzgledniajacych zasady Zielonej Chemii, m.in. na drodze ekstrakcji,
fermentacji, wyciskania czy tez reakcji estryfikacji. Ponadto, w kazdej recepturze wykorzystano 10 %
surowcow pochodzacych z upcyklingu odpadow z przemystu spozywczego i drzewnego, takich jak
oliwki, pestki malin i moreli, nasiona soi, otreby owsiane i ryzowe, buraki cukrowe, trawa pszeniczna,
czy terpentyna otrzymana z drewna. Pelnily one funkcje emolientéw, emulgatorow, surfaktantow i
antyoksydantow. Wszystkie wykorzystane surowce byly tatwo biodegradowalne zgodnie z wytycznymi
OECD dotyczacym testow biodegradacji nr 301 w §rodowisku tlenowym i wodnym (co najmniej 60 %
biodegradacji surowca w 28 dni) oraz wykazywaty niska toksycznos$¢ dla organizmow wodnych.

W wyniku selekcji emulgatoréw i1 zagestnikow oraz dostosowania parametrOw procesu
technologicznego, takich jak temperatura emulgowania, czas i predko$¢ obrotow mieszadla i
homogenizatora, opracowano zoptymalizowany, niskoenergetyczny proces wytwarzania emulsji typu
w/0, emulsji typu o/w oraz zelu. Procesy emulgowania w temperaturze pokojowej stanowity duze
wyzwanie technologiczne, ze wzgledu na liczne ograniczenia w uzyciu emulgatordéw, czy tez
stabilizatoré6w emulsji, takich jak woski, alkohole thuszczowe oraz niektoére polimery naturalne, ktore
wymagajg podgrzania do temperatury 75-80 °C. Z tego powodu zdecydowana wigkszo$¢ procesow
technologicznych w przemysle kosmetycznym przebiega w wysokiej temperaturze (70-80 °C). Dzigki
optymalizacji procesu i otrzymaniu emulsji typu o/w i w/o oraz zelu na zimno (w temperaturze 25 °C),
bez podgrzewania sktadnikéw formulacji, znacznie ograniczono zuzycie energii elektrycznej oraz wody,
a tym samym zmniejszono $lad weglowy w $rodowisku, co wpisuje sie¢ w polityke gospodarki
niskoemisyjnej. Opracowanie procesu uzyskiwania emulsji na zimno mozna réwniez uzna¢ za kamien
milowy w kierunku ochrony wlasciwosci olejow i substancji aktywnych wrazliwych na temperature.
Jest to szczegélnie istotne w przypadku produktéw bogatych w emolienty, przeznaczonych do
pielegnacji skory atopowej, w ktorych oleje stanowiag az 30-50 % skladu. Emulsje przetwarzane na
zimno zabezpieczaja oleje przed procesem utleniania, zmniejszajac ryzyko oddziatywania na skore
wolnych rodnikéw powstajacych w wyniku tego procesu i indukujacych stan zapalny w skorze.

W badaniach starzeniowych przebiegajacych w temperaturze 45 °C, przeprowadzonych z
wykorzystaniem technik dyfrakcji laserowej (LD), elektroforetycznego rozpraszania Swiatla (ELS) oraz
statycznego wielokrotnego rozpraszanie S$wiatta (SMLS), potwierdzono stabilno$¢ otrzymanych
formulacji, a tym samym wlasciwie dobrane parametry zoptymalizowanego procesu technologicznego.

W kolejnym etapie badan opracowano i zwalidowano metod¢ HPLC stuzacg do oznaczania

madekasozydu i azjatykozydu, czyli gldéwnych triterpenéw pochodzacych z lisci wakroty azjatyckie;.
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Na tej podstawie, dzigki przeprowadzeniu analiz, wyselekcjonowano docelowy ekstrakt z wakroty
azjatyckiej o optymalnej zawarto$ci oznaczanych triterpendéw, ktory wprowadzono do receptur.
Potwierdzono stabilno$¢ tego ekstraktu, mierzong jako stabilno$¢ zawartych w nim triterpendéw, na
drodze ilosciowego oznaczenia ich w formulacjach emulsji typu w/o, o/w i zelu. Madekasozyd i
azjatykozyd oznaczono takze w biofermencie z wakroty azjatyckiej, ktory rowniez zostal wprowadzony
do receptur jako innowacyjny surowiec o wiasciwosciach postbiotycznych. Opracowana metodyka
analiz HPLC do jako$ciowego i ilosciowego oznaczania zawartosci madekasozydu i azjatykozydu w
ekstraktach z wakroty azjatyckiej jest praktycznym narzedziem dla przemystu kosmetycznego,
stuzacym do kontroli jakosci dostaw kazdej partii surowca oraz gotowego produktu kosmetycznego
zawierajacego ekstrakt z wakroty azjatyckiej. W trakcie prowadzonych badan okreslono rowniez profile
uwalniania madekasozydu i azjatykozydu z opracowanych formulacji, ktore stanowity podtoza dla
substancji aktywnych. Analiza wynikow jednoznacznie wskazala, ze najlepszym podtozem (nosnikiem)
dla obu triterpenow jest emulsja typu o/w. Jednoczesnie dowiedziono, ze stgzenie substancji aktywnych
w fromulacji nie wplywa w sposéb istotny na skumulowanag ilo$¢ ich uwalniania w czasie. Ponadto,
zweryfikowano wptyw odczynu pH na profil i kinetyke uwalniania madekasozydu i azjatykozydu,
projektujac warunki badania tak, aby odzwierciedlato fizjologiczne pH skoéry (5,8) oraz podwyzszone
pH skory atopowej (7,4). Wykazano, ze podwyzszone pH sprzyja uwalnianiu azjatykozydu, natomiast
w nizszym pH profil uwalniania obydwu zwigzkoéw jest optymalny. Badanie uwalniania substancji oraz
dopasowanie modeli kinetycznych dostarczyto waznych informacji na temat najbardziej optymalnego
rodzaju nos$nika dobranego do potrzeb skéry atopowej oraz mechanizméw jego dziatania.
Randomizowane, pojedynczo zaslepione, kontrolowane badania skutecznosci dziatania
opracowanych formulacji dermokosmetycznych, tzn. balsamu do ciata, kremu do rak oraz kremu do
twarzy przeprowadzone z udziatem ochotnikéw z tagodnym lub umiarkowanym przebiegiem AZS
potwierdzity, ze produkty emolientowe zawierajace ekstrakt i bioferment z wakroty azjatyckiej sa
bardzo skuteczne w odbudowywaniu funkcji bariery naskorkowej poprzez redukowanie TEWL oraz
rumienia, obnizanie pH powierzchni skory, wygtadzanie naskorka, zmniejszanie jego szorstkosci oraz
stopnia zluszczania, a takze podwyzszanie stopnia nawilzenia. Udowodniono statystycznie istotng
przewagg (p < 0,05) w skutecznos$ci tych produktow w obnizaniu pH skory ciala i twarzy, niwelowaniu
rumienia wystepujacego na skorze ciata i dtoni, zmniejszaniu szorstkosci oraz wygladzaniu naskorka
zarébwno na skorze ciala, jak i twarzy, a takze zwigkszaniu stopnia nawilzenia skory ciata i dioni w
porownaniu z proba kontrolng. Ponadto, balsam do ciata zawierajacy ekstrakt i bioferment z wakroty
azjatyckiej wspieral homeostaze mikrobiomu skory. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze potaczenie
saponin triterpenowych i postbiotykow pochodzacych z ekstrakcji i fermentacji lisci Centella asiatica
L. wraz z emolientami, ktore moga odbudowac barier¢ naskorkowa i zmniejszy¢ stan zapalny, zapewnia
kompleksowg pielegnacje skory twarzy 1 ciala dotknigtej AZS. Opracowane produkty
dermokosmetyczne moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane w pielegnacji oraz wspomaganiu

leczenia atopowego zapalenia skory.
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Abstract: In recent vears, the sustainability of cosmetic products has received growing interest from
the ¢ tic industry and s due to the recommendation of the implementation of the
circular economy and the European Green Deal. The sustainable development strategy takes into
account the reduction of waste and energy consumption, and covers all processes of producing and
using cosmetics, starting from the method of obtaining raw materials, through to the process of
producing cosmetics bulk, to the selection of packaging. Particularly, the selection of raw materials
has a large impact on sustainability of cosmetic emulsion. One way of resource recovery is the
use of agro-food by-products and discarded waste to produce cosmetic raw materials, because
maost of them possess value-added bicactive compounds, such as enzymes and nutrients with high
functionality. Their recovery may be performed by more sustainable extraction processes, leading
to natural oils, extracts, polvmers, phytosterols, vitamins, minerals, and unsaturated fatty acids. A
relatively new and innovative form of designing sustainable and bioavailable cosmetic raw materials
is fermentation, where bioferments are obtained from plant-based and food waste raw materials. In
addition, upmmmbon of the emulsification process by applying low-energy methods is a crucial step
in obtaini ble cosmetics. This allows not only a reduction in the carbon footprint, but also
ﬂwpm-nenahonofﬂrvalmblepmpeﬁmd the used raw materials. The following paper discusses
methods of creating sustainable o Isions with energy-saving procedures and by using
raw materials from food waste and the fermentation process.
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1. Introduction

The term of sustainability has many interpretations, but the widely accepted definition
comes from the report created in 1987, entitled ‘Our Common Future’. According to this
definition, sustainability arises from the concept of sustainable development, which is
defined as the development that can meet the current needs of the population without com-
promising the needs of future generations [1]. Sustainability has three pillars /dimensions:
environmental, social, and economic [1,2]. Living within our environmental limits is one of
the central principles of sustainable development and requires that natural capital remain
intact. It assumes that the source and sink function of the environment should not be
degraded [2]. The social area includes all kinds of activities for local communities, charity
activities, ethical labour, as well as equal and dignified treatment of employees regardless
of country of origin. This area takes into account the individual needs, such as access to em-
ployment and safe working conditions, health and wellness benefits, nutrition, education,
training, and cultural expression. There is also the idea of fair trade aimed at supporting the
development of small local producers, especially from African, Asian and Latin American
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countries. Economic development involves, for example, the creation of new jobs at the
local level and business partmership. Cooperation with customers, employees, producers
and suppliers play an important role in economic dimension. Economically sustainable
practices lead bo long-term benefits and economic development [1,2].

Sustainability has now become the priority for many businesses. The cosmetic industry
is a growing economic sector, that will reach a global market value of 378 billion dollars
in 2022 [3]. Drue bo its highly innovative, science-driven, and dynamic development, the
cosmetic industry generates high levels of consumption in natural resources, such as water
and energy, and is often criticized for its selection and use of raw materials, environmental
impact and safety issues of final products [24]. However, the consumers are more and
more aware of health and environmental threats and they demand products that do not
harm their skin and planet [5]. Due to this fact, cosmetic sector requires a long-term vision
and developing agenda of activities in order to manage sustainability issues. Nowadays
the development of the company depends strongly on good practice of sustainability. For
environmental performance, the crucial aspect is how companies process raw materials
and plan technological procedures and logistics, and how they cooperate with customers,
emplovess, producers, suppliers, or competitors. In the cosmetics industry, the idea
of sustainable development focuses mainly on environmentally friendly activities and
reducing the carbon footprint, slightly neglecting the economic and sodal dimensions. It
covers the use of sustainable raw materials and renewable energy sources, the consumption
of less water and emergy in production processes, the planning of logistics im such a way as
to reduce gas emissions, and the protection of ecosystemns and biodiversity [1-5].

Each company should have evidence of the integration of sustainable initiatives in
its business, products, and processes. The basis for systemic and integrated sustainability
implementation is to provide a proper method of evaluating and reporting. It is neces-
sary bo facilitate decision making and to evaluate by cosmetic professionals the impact
of existing strategies, products, and technologies. There are three ways to assess and
report sustainability actions performed by companies: Corporate Social Responsibility
{CSR), Design for Sustainability (DiS), and depth analvsis of the Cosmetic Product Life
Cycle [4,6.7]. Those methods have been developed by independent research teams and are
helpiul in the case of the cosmetics industry, when sustainability regulation and guidelines
are not harmonized [7]. The principles of CSR and DS consider environmental, economic,
and social aspects of sustainability. The idea of CSR is that companies are responsible for
societies in which they operate, and beyond making profits they must behave ethically and
follow the law. There are five dimensions of CSE, namely environmental, economic, social,
stakeholder, and voluntary [4]. The environmental dimension is related o the environ-
mental management which leads to cleaner environment, while the economic dimension
focuses on economic development preserving profitability at the local level. The social di-
mension pays attention to a social concern im business operations, whereas the stakeholder
dimension involves interaction with employees, suppliers, customers, and communities.
On the other hand, voluntary dimension is based on the ethical values which are beyond
regulatory requirements [4,7,5]. The idea of M5 is a holistic approach which integrates
and evaluates the sustainability at different stages of the product development, such as
process incorporation, the life cycle perspective, and the assessment of long-term global
impact based on the environmental, social, and economic dimensions. [MS considers also
fundamental questions about efficiency of production and consumption by improving the
usage efficiency of the product [7]. The Cosmetic Product Life Cycle model was proposed
by Bom et al. and considers the life cycle phases with a sustainable approach, namely
design and Life Cyele Thinking (LCT), sourcing, manufacturing, packaging, distribution,
consumer use, and post-consumer use [4,7]. Taking into account these classifications, an
analysis of the single life cycle stage of the cosmetic product should be carried out. This
strategy is widely adopted in the cosmetics industry, and allows us to develop a cosmetic
product with an improved environmental profile. Companies use different approaches
to assess the impact of a cosmetic product on the environment, such as assessment of the
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product life cycle and its carbon and water-footprint [4,3]. Bom et al. created a spreadsheet
for companies to help them evaluate their environmental performance for any cosmetic
product [9].

It is well-recognized that the cosmetics industry needs functional and sustainable
ingredients from renewable sources [7,10]. Consumers are looking for products made
of renewable and bio-based ingredients which are commonly considered to be non-toxic
and biodegradable. Meanwhile, the food industry produces a large amount of food waste,
which ends up in landfills, participating in the global emission of carbon and anthropogenic
methane and contributing to the development of global warming [5,11]. However, this
waste has a large potential to be used in the cosmetic industry as a raw material rich in
antioxidants, polyphenols, proteins, minerals, vitamins, carotenoids, lignans, polysaccha-
rides, natural-derived polymers, and other substances (Figure 1). Eliminating waste from
the food industry and turning it into valuable products became a necessity to save natural
resources and avoid methane and carbon dioxide emissions, thus helping to boost a circular
economy [12].

Processing

—> —>

Extraction

Fermentation

Figure 1. Schematic rep tion of the possible cycle of using food waste in obtaining cosmetic
raw materials.

In this paper special attention has been paid to the following aspects of sustainability
in the cosmetic industry: (I) using of bio-based raw materials obtained from fermentation
or the waste from foed industry, and (II) processing by low-energy methods. Therefore,
the possibilities of using waste from the food industry and biotechnological methods of
fermentation, which are compatible with Green Chemistry guidelines, for the production
of cosmetic raw materials have been studied on the basis of the literature review. Methods
suitable to diminish the environmental impact of the cosmetic industry by reduction in the
energy consumption levels have also been considered, especially in the context of using
upcycled raw-materials.

Our study not only presents the potential of using raw materials derived from upcy-
cling food waste, but also indicates the possibility of obtaining specific groups of chemicals
with already proven skin-care potential from food-waste of plant and animal origin. In
addition, unlike many review papers on the food waste processing published up to date,
our work does not focus exclusively on ingredients obtained by extraction process, but also
takes into account biotechnological methods of processing food waste leading to biofer-
ments, which popularity in the cosmetics industry has been steadily increasing for several
years (Figure 2).

The following comprehensive literature review can be beneficial for cosmetic industry
specialist who want to focus on more sustainable products to remain competitive for
customers who value nature-based solutions and materials. Moreover, a tabular listing of
cosmetic properties of bicactive compounds from by-products and wastes in fruit, vegetable
processing, as well as fermented raw materials from plants, dairy, and the marine industry,
will make it easier to reach the relevant source material.
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Figure 2. Scopus search results from the title, abstract or keywords with “cosmetic™ AND “fermenta-
tion” (blue) ¢ d with “¢ etic” AND “fermentation” AND “waste” (red).

T

2. Methods

Bibliographic positions related to the topic of the following review paper were obtained
from Scopus and Google Scholar databases. The retrieval period was limited to years
2020-2024 and language to English. The search strategy included the following phrases
and Boolean strings: “cosmetics” OR “cosmetic products” AND “food waste” OR “food
loss” AND "sustainability” NOT “packaging”™ NOT “food application”; “"cosmetics” AND
“food waste” AND "fermentation” AND “bicactive”; "cosmetics” AND “green deal” AND
“circular economy” AND “raw materials”.

After preliminary search, the obtained literature positions were screened manually on
the basis of their title, abstracts, and keywords. Articles should include information on the
possibility of obtaining chemicals by the valorisation of waste and by-products from the
agro and food industry and examples of their use in cosmetic products. Issues concerning
the use of the fermentation process of food-waste-derived materials in order to obtain raw
materials with skin care effects should also be included. Both papers involving in vitro and
application tests for sustainable raw materials and cosmetic formulations were considered.
Moreover, the literature search also included issues related to circular economy and the
European Green Deal, which emerged in the context of sustainable cosmetic life cycdle model
and converting food and agricultural waste into high-value chemicals with potential for
use in cosmetic products. In addition, the collected literature data was also expanded with
references in citing papers. Rejected, in turn, were publications in which the products of
agro and food waste processing were used to obtain packaging and other resources for the
food industry. Finally, 169 related articles were selected as a basis for our review paper.

3. Results and Discussion
3.1. European Green Deal

The European Green Deal is a compendium announced by the European Commission
in December 2019, which assumes that the economy of the European Union will become
zero-emission by the year 2050 and the economic growth will be decoupled from the
consumed resources [13]. The aim of this strategy is to eliminate or reduce the negative
impact of human activity on the environment in the long-term perspective, making it
climate-neutral, and indicating directions of economic development without increasing
the consumption of natural resources [14-17]. To achieve this goals, the Green Deal in-
volves assurance of resource efficiency in a circular economy, protection and restoring of
ecosystems, preserving biodiversity by limited use of pesticides, antibiotics, and excessive
fertilization in agriculture. Furthermore, the Green Deal includes a sustainable diet and
consumption (‘From Farm to Fork’), as well as a decrease in environmental pollution by
reducing greenhouse gas emissions by at least 55% (when compared to 1990) by 2030 [17].
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The main pillars of the Green Deal, which apply to the cosmetics industry, are circular
economy and zero pollutions [18]. In order to meet these assumptions, several changes in
the cosmetic industry will be necessary. The implementation of the European Green Deal
strategy will be possible with the participation of all stakeholders from different sectors
and it will require their solidarity and dialogue, as well as application of innovations, new
technological solutions, and digital technologies [14].

Stakeholder engagement requires building awareness of ecosystem protection, and is
necessary to promote changes in corporation culture, practice sustainability principles, and
satisfy economic, social, and environmental expectations. An open and respectful dialogue,
a continuous commitment to joint problem solving, as well as comprehensive information
sharing, are helpful in achieving this goal. Creating sustainable development in the cos-
metics industry begins with the activities of raw material producers. They can successfully
implement Green Deal norms by designing processes for obtaining environmentally friendly
raw materials, involving for example chemicals and procedures consistent with the Green
Chemistry approach by applying biotechnological processes including microorganisms, or
by using simple physical processes such as pressing, grinding, and extraction [19].

Cosmetic technologists also have great opportunities to influence sustainable devel-
opment. The process of creating cosmetic formula gives technologists the possibility of
selecting raw materials, with a special emphasis on the method of their obtaining, their
sources, and the degree of biodegradability and toxicity to aquatic organisms. Also, sup-
pliers’ engagement can promote the transition toward the sustainability by distributing
raw materials from renewable resources in supply chains established in accordance with a
circular economy [20]. Consumers, whose ecological and health awareness has increased
significantly during recent vears, also play an important role in the implementation of the
Green Deal goals. When making purchasing choices, consumers should also think about
future generations; hence they more often choose ecological products containing sustainable
ingredients and recyclable or biologically degradable packaging instead of plastic ones.
Moreover, consumers have a decisive influence on the final fate of cosmetics packaging,
as it is up to them whether it is properly segregated and recycled. Consumers’ behaviour
can Jead to significant cost savings achieved by recycling and material reuse processes [21].
Significant responsibility also lies on the shoulders of government and university unils,
because they play an active role in promoting culture of sustainability by practicing envi-
ronmentally and socially responsible behaviours such as financing and performing student
education, and studying and publishing scientific papers on the circular economy [22].

Finally, implementation of the Green Deal requires revision and reformulation of the
legal framework for action related to all identified areas, as well as quite significant financial
commitment. Some larger beauty companies have committed to sustainability efforts,
covering areas such as reducing gas emissions, providing sustainable product sourcing,
reducing plastics usage, and inspiring consumers to consume in a more sustainable manner.
Activities of Cosmetics Europe member companies, such as L'Oreal, Beiersdorf, Colgate-
Palmolive, The Estée Lauder Companies, Henkel, Natura & Co., P&G Beauty, and Unilever
involve setting a number of ambitious goals for sustainable development. Beiersdorf’s
goals are reduction energy-related greenhouse gas emissions by 30% in absolute terms
and to cut supply chain emissions by 10% by year 2025. Moreover, Consumer Business
Segment production sites are to become climate-neutral by 2030. These goals are to be
achieved by swilching from fossil fuels to renewable energy sources, and researching
innovative ways of capturing greenhouse gases from the atmosphere to use them in the
future product development [23]. The Estée Lauder Companies, on the other hand, focus on
sustainable development in product formulas using the principles of Green Chemistry. The
company concentrates on training chemists on green principles and practices, developing
internal processes, goals, and tasks leading to the use of green chemistry at work [24]. An
interesting way to promote sustainable development is to educate consumers about the
impact of cosmetic products on the environment. This strategy has been implemented by
L'Oreal, which has carefully assessed the product’s impact on the environment and has
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taken actions to reduce it. The company has developed a Product Impact Labelling system
to offer consumers information about the environmental and social impact of the cosmetic
they purchase. This labelling system was introduced at first in 2020 for L'Oreal products
available in France, and then in 2021 in Germany for Gamier hair-care products [25].

Industry needs harmonised requirements, which will be applicable across the board,
and their proper enforcement. The European Parliament and the Council are working
on regulations which will establish a framework for setting eco-design requirements for
sustainable products and repealing Directive 2009/125/EC. The primary objective of this
document is to introduce principles that will lead to more sustainable products. On 30
March 2022, the European Commission adopted a proposal for a Regulation of the European
Parliament and the Council, number 16723/23, which establishes a framework for setting
eco-design requirements for sustainable products [26]. The regulation is a set of general
requirements covering almost all product categories, and most likely it will become effective
in the second quarter of 2024. On the other hand, detailed sectoral law will be introduced
through separate legal acts. The priority products for which sectoral acts will be developed
at first are detergents and chemicals. The regulation is intended to be in line with the
assumptions of green transformation and extend the life cycles of products in accordance
with the principles of the circular economy [14,17].

Nevertheless, according to the literature review by Pérez-Rivero et al. there are already
examples of collaboration between the food industry and cosmetic manufactures which
promote the circular economy and reducing agri-food waste [27]. NoPalm Ingredients in
the Netherlands valorises agricultural wastes and other by-product streams as a nutrient
source for oil-producing yeast. Recently, this company has signed a collaboration agreement
with Colgate-Palmolive under which it will intensify their pilot studies and scaling-up
efforts. On the other hand, Clean Food Group has lately signed an agreement with Doehler
group to accelerate commercialization of their process based on fermentation of ready-
to-waste food stocks with a non-GM vyeast to produce palm oil substitutes for food and
cosmetics applications. Similarly, Genomatica and Unilever plan to join their forces to scale
plant-based altemnatives based on biotechnology in order to obtain value-added chemicals
with potential application in the beauty and personal care products [27]. Furthermore, the
Korean company LABIO ferments vegetable oils with Pseudozymas spp. In order to obtain
emollients with enhanced properties, namely with beneficial influence on the cheek resident
skin microbiota. The results show improved microbiome compasition and enhanced alpha-
diversity, which is the factor determining a healthier microbial ecosystem [28].

3.2. Sustainable Cosmetic Products

Sustainable cosmetic products are a response to the introduction of the European
Green Deal. While sustainable development is a commonly known term in the literature,
the concept of sustainable cosmetics has no definition and legal regulations.

The legal gap is currently filled by the ISO 16128 standard [29,30] which provides some
guidelines on definition and criteria for natural and organic cosmetic ingredients and prod-
ucts [31]. It is divided into two parts: Part 1 covers definitions for ingredients (published
February 2016), whereas Part 2 defines rules for calculation of the natural and organic
content in ingredients and products (published August 2017). The list of processes and
solvents included in the ISO standard is only informative; there is no restrictive approach
in this matter. Similarly, the process of certification and certification body have not been
specified. Unfortunately, ISO 16128 is not applicable when it comes to product communica-
tion, such as claims and labelling, human and environmental safety, and socio-economic
considerations, e.g., fair trade, characteristic of packaging materials, and regulatory require-
ments applicable for cosmetics. Another option to confirm the naturalness of a cosmetic is
certification by well-known certification bodies like Ecocert, Ecocert Greenlife, Cosmebio,
BDIH, ICEA, and the Soil Association, which verify products according to the uniform
COSMOS (Cosmetic Organic Standard) standards [32]. The differences between ISO 16128
and COSMOS standards are presented in Table 1.
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Table 1. The differences between 150 16128 and COSMOS standards.

1SO 16128 Standard COSMOS Standard
The guide does not contain precise requirements and criteria. The guide contain precise requi ts and criteria.
Risk of different interpretations of the g A clear interpretation of the standard.
Ac h h to: raw materials, recipes,
It only applies to raw materials and ¢ ic formulas. pad;ammatkchngthnms pmduchonmdsmqgenf
tics, as well as envi | aspects.
Lack of external control. Audit once a year.
There are no definitions of natural and organic cosmetics, there A clear definition of naturality for both finished products and
mmﬂydeﬁxiﬁmsofmmnlandmpnknwuwﬁah raw materials.
It anly dati 1 the use of I It i s § the use of | solvents

solvents and the principles of Green' Chemistry.

andﬁ\eptmpluofﬁnem()\emuhy

It does not regulate the issue of preservatives permitted in
natural cosmetics, allowing the use of all preservatives in

It precisely defines the preservatives allowed in natural and

accordance with the legislation, including: p organic cosmetics.
and phenoxyethanol.
No requirements for fragrance substances, which mak Strictly defined : "
possible using, for ple, synthetic fragrance positi ¥ = fon (ongy

Nevertheless, the Green Deal most broadly brings all the aspects of sustainable cos-
metics at every stage of its creation, and thus, created sustainable cosmetics may act as
stimulators of sustainable development in the cosmetics industry. According to the litera-
ture, there are no raw materials, packaging materials, or practices that can be considered
100% sustainable [9]. However, it is possible to significantly reduce the impact of the
cosmetic product on the environment by integrating three major domains: social, economic,
and environmental. The term ‘sustainable cosmetic product’ can be explained through a
holistic approach applied to the entire process of the production and use of cosmetics. It
should be also referred to the Cosmetic Product Life Cycle model proposed by Bom et al.,
which includes design and Life Cycle Thinking (LCT), sourcing, manufacturing, packaging,
distribution, consumer use, and post-consumer use (Figure 3) [1,7,9].
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3.2.1. Design and Life Cycle Thinking (LCT)

The phase of the design of cosmetics products significantly affects the environment,
and decisions made at this point will affect the remaining phases of the product life
cyele [4,7.9]. LCT's goal is to improve sustainability dimensions of cosmetic products in a
prominent and holistic manner. [t covers the planning of how to improve individual phases
of the product life cycle in order to minimize the negative impact on the environment
atall stages [15,16,22]. Designing sustainable cosmetics includes embarking on a proper
transformation of the cosmetic business. This should lead to more mindful corporates,
not only in environmental issues, such as climate change, resource and energy savings,
reduction of waste and carbon footprint, and responsible production and consumption, but
al=so in social and economic dimensions, such as fair trade and ethical sourcing [%]. Research
shows that international cosmetic companies pursue initiatives to improve sustainability
dimensions holistically, taking into account the entire product life cycle, while small or
medium local companies focus on the use of natural, green, or organic ingredients as main
part of their sustainable products. The reason for this siluation is the lack of resources
and a holistic understanding of the impact of the life cycle |9,33-36]. Life cycle assessmernt
is also a valuable environmental management tool to assess waste management in the
food industry [27]. One of the solutions o reuse by-products discarded by several agro-
industries is their use as a source of sustainable cosmetic raw materials |38].

3.22. Sourcing of Raw Materials

The selection of raw materials is the most complex and important process for assessing
the impact of a cosmetic on the environment. It refers to all the procedures necessary to
extract raw malterials, process them, and deliver them to the cosmetic manufacturer [7].
Considering the fact that raw materials are extracted or synthesized in many different parts
of the world, and are delivered 1o the cosmetic manufacturer not only by the producer
but also through several distributors, the evaluation of sustainability in this phase of the
product life cycle is very complicated [7.9].

Due to the need to consider multiple parameters, the decision-making process in
the selection of the cosmetic raw material and its supplier may be extremely complex.
Developing and implementing appropriate hybrid multi-criteria decision-making (MCDM)
approach could be helpful in this matter, what has been already proven in other branches
of industry [29].

There are several key aspects that should be considered when selecting sustainable
raw materials. First is the origin of the raw material, which can be synthetic as well as
of plant or animal origin, but also may come from upcycling and remewable source. In
the case of obtaining plant-based raw materials, e.g., for extracts production, the way in
which the plant was cultivated and propagated (agriculbure /wild origin} should also be
taken into account. Plant growth should take place in the laboratory conditions, preferably
in bioreactors, which will help preserve biodiversity and water resources. It is worth
keeping in mind that the ingredients referred to as natural, naturally derived, organic, and
green, which are quite often associated with sustainable cosmetic products, may result
in a less preferable environmental profile of the cosmetic if assessed from a life cycle
perspective [7,9]. The lack of a single definition of natural ingredient causes that several
groups of producers came out with their own guidelines regarding raw materials and their
extraction procedures. Therefore, each of such ingredients should be examined by a holistic
view concerning ethical, social, and economic responsibility. Nevertheless, bio-based
composition of the ingredients may bring positive contributions to the environment [40].

Another aspect in selecting sustainable cosmetic raw materials is deciding on the raw
material processing method. Raw materials used to produce cosmetics may be obtained
as a result of various physical processes and chemical reactions. Sustainable methods of
obtaining raw materials are those that leave a low carbon footprint in the eswvironment, and
include biotechmological processes involving microorganisms, and physical processes such
as grinding, pressing, extraction, and chemical reactions consistent with Green Chemistry
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guidelines. Im addition, an important role in the sustainability of raw materials plays their
biodegradability and toxicity to aquatic organisms |6,7,9]. Moreover, from a social point of
view, fair trade of raw materials is a very important aspect [7]. In the stage of selecting raw
materials, the formulator should be able 1o assess the impact of all choices on sustainability
for any type of cosmetic product [9]. The proposed criteria for evaluating the sustainability
of raw materials are presented in Table 2.

Table 2. Criteria for evaluating the sustainability of raw materials.

Criteria Rating
Matural (from agrculture or wild odgin)
Chriggin of the raw material Produced by microorganisms
Upcycled
Misthod of p sing the Physical processes (grinding, pressing, extraction)

Chemical reaction according to the Green Chemistry approach
Biotechnological processes
Readily biodegradable according to OECD 301 A, B, C, [LE. F
regulations: if 6% (or 70 for somie tests) of the onganic
carbon in the material i converted to COgz within a 10-day
window, and 100% within 28 d.a_'g.'x.

raw maberial

Biowdegrad ability of raw material

Tty bo aquatic organisms Mon-tosic

Fair trade The raw material comes from fair trade

3.23. Manufacturing

There are many aspects in the cosmetics production that can be improved in order
to reduce the environmental impact. One of the main issues is the reduction in post-
manufacturing wastes and the increase in their biodegradability [35]. Conventional dis-
posal of cosmetic industry waste consists of incineration and reprocessing through coagu-
lation /flocculation or pressure flotation, which all involve environmental, energetic, and
economic costs [38]. Therefore, an introduction of innovative and sustainable technologies
of waste processing is necessary. One of them is anaerobic digestion for wasle-lo-energy
production, where pre-treatments are aimed at increasing biogas vields [38,41]. An example
of a company that processes waste generated during the production of emulsifiers by means
of the methanation process, and which involves the decompaosition of crganic matter under
the influence of microorganisms in anaerobic conditions, is the Seppic company. The result
of the waste methanation process is biogas used o generate energy, as well as bioferment,
used as fertilizer. This is a good example of optimal use of both the production process
and waste post-production for the good of the envirenment. Thanks to the methanation
process of the waste, the company reduces greenhouse gas emissions by 100 T per year
when compared to the combustion process [42].

Waste materials derived from cosmetics production are generally characterized by
a high content of suspended solids, fats, oils, and detergents, which are non-readily
biodegradable compounds, and require physicochemical pre-treatment, e.g., thermosonica-
tion to increase available organic matter [358.41].

Another aspect of the manufacturing process is greenhouse gas emissions and energy
consumption. The latter needs to be reduced by using renewable sources of energy, such as
solar (photovoltaic) or wind power plants [1,41]. Furthermore, industry accounts in total
for about 207 of all water withdrawals. Water is also a key element in the cosmetic indus-
try [43,44]. It is one of the main ingredients in the cosmetic formulations, and is present
at all stages of the cosmetic product life cycle. Water is necessary in the manufacturing
process for the heating and cooling of cosmetic bulk, the cleaning of equipment, as well
as the production of raw and packaging materials. It leads to high consumption levels of
this natural resource; therefore, a commitment to reduce the water footprint is absolutely
necessary. The recommended actions to reduce water consumption in the cosmetic industry

160



Swstaimahility 2024, 16, 2757

10 af 33

are: developing waterless or concentrated cosmetics, adopting circular water management
in factories, using sustainable raw materials, optimizing manufacturing processes by reduc-
ing heating and cooling processes, changing cleaning procedures, looking for alternative
water sources in cosmetic formulations by using fruit or vegetable water, and collecting
and reusing wastewater. Moreover, the use of biodegradable, recyclable and reusable
packaging and the introduction of changes in the distribution of products, for example, by
reducing the frequency of delivery and miles of transportation, also allows for reducing
water consumption [43,44]. The appropriate handling of wastewater from the cosmetic
industry, namely using purification methods, such as coagulation, advanced oxidation, or
biclogical treatment, allows reducing the boxicity of wastewater [45].

3.24. Packaging

Despite the existence of waste management systems, plastic packaging is the most
often used option in the industry due to its fexibility and light weight [46,47]. It causes
the pollution of land and marine ecosystems and has a negative influence on human
health [46,45]. Due to the fact that the market for recycled plastics is still weak and the
cost of treatment and waste disposal is high, the recveling of plastic packaging is still a
challenge. According to the European Strategy for plastics in a circular economy introduced
by the European Commission, all plastic packaging must be 1007 recyclable (or reusable)
and 55% should be recycled by 2030 [49]. To make packaging more sustainable, it should
have an increased recycling rate, based on the effective amount of plastic waste turned into
secondary plastics [46-50]. Another solution in terms of alternative packaging is the use
of bin-based materials derived from bamboo, seaweed, corn starch, mushroom fibres, and
avocado muts [51]. According to a survey conducted by Bom et al., the following packaging
materials have an impact on sustainability (starting with the one with the greatest impact ):
nor-renewable materials, plastic/ polymeric materials, aluminium, wood, glass, recycled
materials, and biopolymers or plant-based plastics [9].

3.25. Distribution

Transportation of ingredients, materials, packaging, or final products and related
emission of C04 have a large influence on the environment. Due to the fact that fuel
consumption accounts for at least 30% of ransport operating costs, a change in the tvpe of
transport system from road to rail and from air to sea is highly recommended [6,%]. Using
of electric or hybrid vehicles, choosing the best route of travel, minimizing the frequency
of deliveries, and avoiding unnecessary wheel load, such as transporting glass packaging,
can significantly redwce OOy emissions during cosmetic distribution [6,52,53].

3.2.6. Consurmer and Post-Consumer Use

The influence of consumer use varies according to the product category becauwse it
depends mainly on the depletion of water resources and the energy consumption needed
to heat the water and rinse off the cosmetic product. The highest water consumption was
observed when using rinse or wash-off cosmetics, such as shampoos, conditioners, shower
gels, and soaps. To minimize the environmental impact of this phase of the product life
cyile, 2-in-1 products that do not require extensive rinsing should be introdwced on the
market [7,53]. Consumer education in terms of sustainable consumption, such as dosing the
correct amount of the product and using less water to rinse off the cosmetics, is necessary
because, according to the researchers, approximately 90% of the OOy emission generated
during the life cycle of the product comes from consumer use [7,9].

The post-consumer use phase concerns the handling of packaging waste after the
product has been used. Customers should be aware of the proper segregation of packaging
waste, because the system that supports the collection and recycling at the end of the prod-
uct’s useful life is an essential element of packaging sustainability [9.22]. The following
strategies may also be implemented: packaging reuse (e.g., refilling) and recycling, incin-
eration with energy recovery, oF composting [9]. Another issue is the impact of rinse-off
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cosmetics, which are released to the aquatic environment after being used. In order to
assess their toxicity to aquatic organisms, the most widely used parameters are: acute
aquatic toxicity, chronic aquatic toxicity, bioaccumulation, and biodegradation [7].

3.3. Food Waste as Sustainable Raw Materials

When in 2015 the European Commission adopted the first Circular Economy Action
Plan, food waste management was identified as a priority [54]. The depletion of non-
renewable resources and the need for better management of post-production waste were
identified as a criterion for sustainable production. Therefore, the search for green resources,
such as waste from other industries and biomass, should be taken into account [37,54,55].
Cosmetic industry needs to find its way to reduce the use of virgin raw ingredient and
maintain socio-economic profile [56,57]. The mainstreaming of the idea of upcycling in
food systems has a large potential to improve circularity in the food system and offers new
opportunities to create sustainable raw materials for the cosmetics industry [535-61]. A large
number of food industry wastes is recovered as value-added products by more sustainable
and innovative extraction processes, with a potential of being incorporated into cosmetic
products [62]. Extracts from food waste, especially those from organic farming, are effective
and bio-sustainable as they do not contain residual pesticides or potentially toxic chemicals,
and therefore represent a valid alternative to regular plant-derived extracts [55].

3.3.1. Upcycling

Many imperfect vegetables and fruits are rejected from sale due to the use of aesthetics
to classify and accept fresh food for sale and consumption. It is estimated that more than a
third of total farm production is lost due to aesthetic standards in Europe and the UK, which
corresponds to approximately 1.3 billion tonnes per vear [52,53,63]. Food waste accounts
for 8-10% of total anthropogenic greenhouse gas emissions, demonstrating that agriculture
puts a strain on planetary ecosystems [55]. The residues from the agro and food industry
include seeds, kemels, fruits and vegetables skin, shells, peelings, bran, plant leaves, fruit
pulp, and residues remaining after extraction of juice, oil, starch, and sugar, which can
all be rich in bioactive compounds such as vitamins, minerals, and phenolic compounds.
Unfortunately, residues end up most often in landfills, significantly contributing to global
pollution levels by producing significant amounts of methane, which consequently leads to
greenhouse gas emissions [52,53,58,64,65].

The interest in proper waste management is increasing worldwide, as reuse of waste
plays an important role to overcome environmental pollution. Many initiatives are needed
to limit food waste across the value chain and in public-private partnerships [58]. The
answer to food waste problems seems to be upcycling [60,66,67]. Upcycling is a method of
reuse of industrial by-products with the aim of generating new raw materials with added
values [52,58,64,68]. In response to the Green Deal and consumer demand for bio-based
and natural cosmetic products, for several years there has been a grooving interest to utilize
agricultural waste as cosmetic raw materials [69]. As a result of upcycling, orange, lemon,
banana, and mango peels, as well as grapes and olive oil pomaces, sugarcane bagasse,
coffee grounds, wheat straw, and seeds and kemels of fruits, stemming from specific
processes such as pulping, peeling, straining, and branching, are reused and processed into
cosmetic raw materials [12,64].

The recycling and reuse of agro-waste using green technologies will reduce water
consumption, greenhouse gas emissions, and worldwide total pollution [70,71]. As a result
of biotechnological transformations of waste from the food industry, various products
such as biofuels, biomass, biofertilizers, biosorbents, and value-added components can be
produced via anaerobic digestion, fermentation, and composting technologies [64,65,72].
Valorisation of wastes and by-products can contribute to minimal waste generation or fulfil
the popular ‘zero waste’ concept. Furthermore, this approach is in accordance with current
circular economy assumptions in the context of using industrial waste as the starting
material to extract compounds with high value added [57,59,72]. The upcycling of food
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waste is a transformation that may lead to stable ecosystems and a circular economy by
reducing environmental impact and climate change, as well as creating a more sustainable
food system [71,74,75]. However, upcycling of waste also brings several challenges, e.g.,
the logistics of high amounts of waste is still a roadblock to scalability and stability of food
waste ingredients, especially when they are processed out of place of their natural origin.

Too few companies dealing with waste upcycling mean that waste often has to be
transported from another country, which is a very expensive approach. Waste from the food
or dairy industry very often is microbiologically contaminated and requires appropriate
separation of unwanted microorganisms, which is also a cost-generating process. Lack
of quality protocols and standards for upcycling is another barrier which the upcycling
industries have to deal with. Additionally, current standards for upcycling focus only
on conventional materials and techniques, and the governments usually do not support
small upcycling businesses. A potential solution that will help to address these barriers
could be a financial support for upcycling businesses from the governments [76]. Also the
maintenance of bicactive properties of upcycled raw materials in the cosmetics formula
may be a challenge. However, this topic still requires further study [53,61,62].

3.32. Extraction Methods of Recovering Bioactive Compounds from Food Waste

It is extremely important to implement so-called “green procedures”, which include
environmentally friendly chemical processes and synthetic methodologies that reduce or
eliminate the use of hazardous and toxic chemicals at each stage of sustainable cosmetic raw
materials production. Therefore, only those extraction procedures will be defined as “"green”
when they reduce energy consumption, ensure safety and high quality of the extract, and
use solvents with low environmental impact |77]. Value-added components are selectively
extracted from the food matrix through biochemical, chemical, or thermal /physical meth-
ods [69,72]. The main techniques in the bioactive compounds recovery for the cosmetics
industry are the extraction methods, mainly based on solvent extraction, supercritical
fluid extraction, subcritical water extraction, use of enzymes, and some non-conventional
techniques, like pulsed electric field ultrasound and microwave assisted extractions [68,75].

In solvent extraction, a proper amount of raw material is exposed to different organic
solvents, which dissolve active ingredients and also other flavouring and colouring agents,
such as anthocyanins [68,78,79]. To remove solid residues, samples are usually centrifuged
and filtered. The benefits of this type of extraction methods are the low processing cost and
ease of operation. Unfortunately, they have also several drawbacks, such as necessity of
applying elevated temperatures and long processing time, which can cause degradation of
natural bicactive components. Moreover, an evaporation process is required to concentrate
the extracts [68,75,79]. A green alternative to the organic solvents is to use deep eutectic
solvents (DES), obtained via mixing natural and renewable materials, such as glycerol and
salts of organic acids. DES can be used effectively for the extraction of bicactive compounds,
namely polyphenols from food industry by-products [65]. A kind of solvent extraction is
the Soxhlet extraction, which involves repeated washing of the matrix with a fresh solvent.
The advantages of this extraction type are: higher solubilization of the analyte due to the
use of hot solvent and the possibility to apply it to many food matrices [68,79].

Another method of solvent extraction, which is considered as the most environmen-
tally friendly, is supercritical fluid extraction. The solvent used in this methed is super-
critical carbon dioxide (SC-CO;), which is a non-explosive, non-toxic, and inexpensive
alternative to the organic solvents [78]. SC-CO: has ability to solubilise lipophilic sub-
stances and it can be easily removed from the final extract. There is also a wide range
of compounds which can be used as cosolvents in this technique, and SC-CO; can be
modified with ethanol or methanol in order to obtain higher extraction yields in the case of
some active ingredients. The supercritical fluid extraction process involves placing the raw
material in an extraction container equipped with temperature and pressure controllers.
Next, the extraction container is pressurized with the fluid by a pump [68,75,79]. Finally,
fluid and dissolved compounds are transported to the separators and, after that, the fluid is
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regenerated and recycled or released to the environment. The advantage of carbon dioxide
is that it reaches the supercritical state at relatively low temperatures, just above 31 “C. This
allows to obtain plant extracts without degrading them or losing their properties, which
often happens at higher temperatures. Supercritical C0z extraction is currently the most
effective method o extract nonpolar compounds such as oils [79].

The promising alternative technology for the extraction of phenolic compounds from
different sources, especially plants and algae, is subcritical water extraction. Subcritical
water refers to water at a temperature between 100 “C and 374 °C, and a pressure below the
critical pressure of 22 MPa. This method is characterized by a shorter extraction time, lower
solvent cost, higher quality of the extracts, and, most importantly, it does not generate
wasbes destructive to the environrment [68,75].

Enzyme-assisted extraction is a method of extraction which is used to facilitate the
release of bicactive compounds from plant cells present in the food waste. Enzymes such
as cellulase, P-glucosidase, xvlanase, B-gluconase, and pectinase help to degrade plant cell
walls, which act as barriers to the release of intracellular substances, amd which still comtain
pelysaccharides such as cellulose, hemicellulose, and pectins. The solvent of this method is
water, rather than often harmiul organic chemicals [75].

Another method that increases extraction efficiency is ultrasopund-assisted extraction
({UAE). The release of bioactive compounds is facilitated due to the disruption of the cell
walls caused by ultrasounds, which induce a greater diffusion of solvent into cellular
materials |[75,50]. The extraction technigque that significantly reduces processing time is
micrwwave-assisted extraction (MAE) that combines microwave and traditional solvent
extraction [78,79,.81].

Among the extraction methods used in sustainable acquiring bicactive components
from plant material, pressurised liquid extraction (PLE) should alse be mentioned. It
is based on operating with conventional solvents under high temperature and pressure.
The instant controlled pressure-drop (DIC) method which, combines short duration time,
elevated temperature, and quick depressurization toward a vacuum, also allows to obtain
extracts with superior quality and prevents their thermal degradation, especially in the case
of polyphenols-rich mixtures. On the other hand, response surface methodology (ESM)
as a statistical tool for optimization of extraction procedures can also be used. RSM is an
experimental modelling which allows process optimization, for example by reducing the
experimental runs. It also helps to find the most positive response for the specific extraction
strategy, consequently offering the most sustainable procedure [52].

It is difficult to clearly indicate the most efficient extraction method. The choice
of methodology is dictated not only by its advantages or drawbacks, but also by the
physicochemical characteristics of the materials and the type of binactive compounds to
be extracted. In the case of oil compounds extraction, the most efficient method seems
to be supercritical OO extraction. However, in the case of polyphenolic compounds, the
most effective method seems o be supercritical fluid extraction (SFE) with the use of
deep eutectic solvents (DES) as emerging green solvents. Moreover, SFE has the ability to
induce chemical transformations of agri-food materials, such as hemicellulose hydrolysis.
Those methods are environmentally friendly and do not release toxic substances to the
environment [33].

Another important aspect in the extraction process is moving from the laboratory to
the industrial scale. The green extraction processes have the potential to permit feasible
scaling up to industrial extraction [54]. When scaling up, several factors should be taken
into account, namely: instrumentation, batch,/flow process, kinetics, economics, and energy
consumplion. Increasing the scale of extraction can start with the use of mathematical
rmodels that are based on kinetics-based approaches and solubility-based approaches. The
goal in the industrial-scale process is to oblain processing conditions and parameters
which will result in similar vields and composition of extracts when compared with the
laboratory-scale setup [55].
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There are also several methods for qualitative and quantitative analysis of functional
extracts obtained from food waste. One of them are advanced chromatographic and
spectroscopic techniques, such as High-Pressure Liquid Chromatography (HPLC), Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS), or Fourier Transform In-
frared (FTIR) spectroscopy, applicable to the compounds such as fatty acids methyl esters,
cinnamic acid derivatives, and glycerine [65,36].

3.33. Cosmetic Properties of Phytochemicals Derived from Agri-Food Waste

Agro-food wastes, which most often are peels, seeds, shells, pomace, and leaves,
can be considered a rich source of chemicals with significant skin-care potential, such as
carotenoids, tocopherols, glucosinolates, phenolic compounds, and fatty acids. They exhibit
a broad spectrum of action on the skin and can be incorporated into cosmetic products,
particularly those with moisturizing, anti-aging, and antimicrobial properties. Products
containing such bicactives can benefit the skin with various dysfunctions, including dry-
ness, aging, or acne. Raw materials extracted from agri-food wastes are often richer in
bicactive compounds than their counterparts extracted from fresh raw materials, e.g., the
waste from the olive industry could be a greater source of polyphenols than the olive
oil itself [79]. Additionally, they allow the valorisation of agri-food residues, leading to
more nature-based cosmetic products. The growing drive to obtain cosmetics based on
sustainable ingredients is reflected in numerous research papers on the skincare effects of
bicactive compounds extracted from food waste.

The work by Pereira et al. provides a valuable overview of the possibility of using agri-
food waste as a source for phytochemicals with antibacterial activity [87]. Among them, the
prominent one is the research conducted on the activity of essential oil obtained from Citrus
reticulate Blanco peel against Cutibacterium acnes, the bacteria responsible for the formation
of skin acne. The results obtained by the researchers indicate that the antibacterial activity
of this oil against C. acnes is higher even than that of synthetic antibiotics commonly used
to treat acne, such as erythromycin, clindamycin, and tetracycline. This indicates the great
application potential of essential oils extracted from citrus fruit peels [33].

In tum, Ferreyra et al. points to the possibility of using grapevine woody by-products,
such as bunch stems and canes, as a source of bicactive phenolic compounds with well-
recognized antioxidant, antimicrobial, antifungal, and anti-aging properties [89]. Particu-
larly noteworthy in this group of compounds is trans-resveratrol, which is used in cosmetic
formulations as an anti-aging and anti-hyperpigmentation ingredient which prevents skin
discoloration by suppressing tyrosinase activity during melanogenesis [90-92]. Another
phytochemical with strong antioxidant activity is ferulic acid, which can be also stabilized
in cosmetic products in the form of lipid carriers [56] and liposomes [93]. It has been
proved that ferulic acid does not exhibit toxicity even at higher concentrations. Moreover,
the regeneration studies have shown a significant improvement in skin condition during
application of a liposomal nanosystem containing ferulic acid. Importantly, the source of
ferulic acid was brewers’ spent grain, which is one of the most abundant by-products in
the beer industry, causing vast environmental problems [93].

Among many potential skincare applications of compounds extracted from agri-food
wastes, the research on skin photoaging treatment is worth mentioning [94]. Martinez-
Inda et al. studied the phenolic composition of 18 different vegetable residues collected
from household wastes and containing, among others: tomato, potato, and garlic peels;
cabbage and eggplant peels and stems; avocado peel and pit; beet leaves, peels and stems;
strawberry leaves; pear, orange, tangerine, and kiwi peels; and peanut shells. Extraction
procedures applied by researchers led to the mixtures rich in phenolic compounds like
caffeic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, and protocatechuic acid with high antioxi-
dant activity. Moreover, the authors demonstrated that phenolic compounds from food
waste extracts may offer a significant photoprotective action, and established a regression
model correlating the total phenolic content of the extracts with their photoprotective
action (SPF) [95]. Value-added phytochemicals derived from food waste can also be used
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in wound healing formulations. Bassam et al. developed a gel incorporated with chitosan
nanoparticles loaded with ethanolic extracts of kiwi peels or yucca seeds. The high content
of antioxidants, vitamins and anti-inflammatory agents resulted in the enhancement of
skin bum healing performance [95].

It Is worth noting that a significant number of compounds derived from agri-food
industry waste are already patented as anti-aging, moisturizing, and sun protection agents
with potential for cosmetic and dermatological application. This can be confirmed by a
literature study conducted by de Mello et al., who studied patent applications for coffee
and coffee by-products as active ingredients in cosmetics. They showed that of the fifty-two
patents relating to coffee and coffee by-product used in cosmetics, three were for coffee
silverskin processing, one for peel and pulp, one for pulp, and one for beans together with
leaves [97].

The on-going interest of researchers in the fermentation is also reflected in obtaining
sustainable cosmetic formulations, as biocompatibility is considered the major advantage of
cosmetic ingredients derived from fermentation processes. Furthermore, the fermentation
can be perceived as an innovative tool in the synthesis of new active compounds or tailor-
made ingredients to solve specific skin problems [98,99].

One of the frequently used cosmetic ingredients is lactobionic acid, which acts as an
anti-aging and keratinizing agent. It has been demonstrated that Pseudontonas taetrolens was
able to produce high-purity lactobionic acid when cultivated in the fed-batch culture under
co-feeding conditions using highly concentrated whey with yeast extract and peptone [100].

Similarly, exopolysaccharides (EPS) have also been proved beneficial in the skin-care
products due to their biocompatibility, anti-microbial, anti-oxidative, and anti-photoaging
effect [101]. Sun et al. reported highly efficient synthesis of EPS by the Zunonguangia
profunda SM-AS7 strain in whey. Their study revealed also that the obtained EPS were
characterized by significant moisture-retention ability and antioxidant activity, indicating
their great application potential in skincare products [102].

The combination of producing B-glucosidase Schizophyllm commune mycelia and the
aqueous extracts of Citrus unshiu peel containing flavonoid glycosides were used to obtain
value-added chemicals with biological activity. The photoprotective potential of fermented
C. unshin peel extract with S. comnrune was tested in human dermal fibroblasts exposed to
UVA radiation, and it was revealed that it had an inhibitory effect on human interstitial
collagenase expression. This allows to speculate that the material under study may exhibit
protective potential against photoaging-induced dermal collagen loss [103].

Low-cost by-products and residues of agri-food industry origin have also proved their
potential in production of different pigments and aroma compounds by the fermentation
process with diverse group microorganisms. Carotenoids from grape waste fermented
with Monascus purpureus and fruity aroma (mixture of alcohols and esters) from sugarcane
bagasse and sugar beet molasses fermented with Kluyveromyces marxianus are only a few
examples of possible application of bioferments in the cosmetic products [104-106].

Natural loss of collagen that progresses with age causes morphological, structural, and
functional skin deterioration, bringing a challenge to the cosmetic industry. However, the
use of cosmetic products enriched with collagen has proven to be a fine solution. In recent
years, fish collagen, which shows many advantages over mammalian-based collagen, has
gained the special attention of researchers. Application of fish collagen reduces zoonosis
transmission risk and cultural-religious limitations, but also brings the cost-effectiveness of
manufacturing process and high bioavailability. Recently, the attention of researchers has
focused primarily on the use of fish wastes (i.e., skin, scales) as a cheap and environmentally
friendly source of collagen [107].

For the extraction of collagen peptides, fish waste fermentation with Lactobacillus
bacteria could be applied. Khan et al. tested biological activity, namely the cellular cyto-
toxicity and proliferative effect of such-obtained fish collagen by using HaCaT (Cultured
Human Keratinocyte) cells. The results demonstrated that the fish collagen achieved by
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fermentation was non-toxic, and visibly stimulated the proliferation of HaCaT cells when
compared to the control group [108].

Mile tilapia (Oreochromis niloricies) skin fermentation followed by extraction could also
be applied as a time-saving and environmentally friendly method for obtaining fish-based
collagen with a potential application in skin-care products [109].

The latest research by Costa et al. revealed that also by-products from the fermentation
process can be applied as a sustainable and rich secondary source of bioactives with
skincare potential, such as phenolic compounds and peptides. They applied engineered
spent yeast (Saccharomyces cerevising) waste streams from the bictechnological production
of p-farmesene. The results showed that the obtained peptide fractions had potential
a5 possible future solutions for cosmetic applications, as they were not cytoloxic even
at the highest concentration for the tested cell lines, namely human keratinocytes and
primary dermal fibroblasts. Moreover, all peptide fractions showed a positive effect in the
modulation of various cosmetically relevant metabolites {pro-collagen Ial, hyaluronic acid,
fibronectin, cytokeratin-14, elastin, and aquaporin-9) [ 110].

3.4. Bioactive Conrpowunds from Fruits Weste

Most of the fruit-based wastes and by-products arise after pressing the juice or after
producing value-added products. Fruit waste after beverage production, namely pulp, skin,
seeds, and stem mixture, take the form of pomace, which is very unstable [65]. Pomaces are
most often used as biofertilizers (via composting) and as a potential source of biomass in
the production of biofuels. However, because of their chemical richness and heterogeneity,
they can also be used in the cosmetic industry as a source of active ingredients. In the
non-edible parts of fruits (peels or twigs), the content of bipactive compounds, such as
pelyphenols, is often higher than in the edible parts {pulp) [55.73].

3.4.1. Citrus Waste

Citrus fruits, such as oranges, lemons, limes, grapefruits, and tangerines, are the most
abundant fruit crop in the world. They are produced in an amount of 115 million tons per
year. Chver 30 million tons are industrially processed into juice, from which remaining 50%
is waste, mainly in the form of citrus peels, and residues from segments and seeds after
pressing [68,73,111]. Citrus peels are a rich source of essential oils, which are often produced
directly in juice production plants as a co-product. Essential oils obtained from citrus peels
have strong antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory properties [55]. Tangerine
peel extract can be combined within green biosynthesis to produce silver nanoparticles
{AgNF's) [56]. After dropwise adding of the tangerine peel extract to the 1 millimolar
selution of silver nitrate (AgMNOy) and stirring for few hours under dark conditions, a
mixture with well dispersed AgNFPs is created. It can also be used in cosmetic products
due to the well-known antimicrobial properties of silver [56]. The ability of the ethanol
extract of Citrus wnshin (mainly grown in Jeju Island, Korea) o inhibit melanin content,
tyrosinase activity, and the protein expression profile of TEP-1, TRP-2, and MITF in murine
melanocytes, was tested. The study confirmed that treatment with citrus pomace extracts
significantly reduced the cellular melanin content by inhibiting tyrosinase activity and the
transcription factors TEP-1 and TRP-2, and thus it can be used to reduce skin pigmentation
disorders. Moreover, the essential oil of Citrus unshin peels has anti-inflammatory and
antimicrobial properties |55,103].

3.42. Banana Wasle

Banana (Musa sepientim) is a tropical fruit that belongs to the Musacear botanical
family, and grows in more than 122 countries around the world. The annual production
of bananas is 107.1 million tons, with 20 discarded due to the damage, inappropriate
size, and other defects [111]. The main part of the banana that is suitable for reuse is the
peels. Recently, banana peels have been used in various industrial applications, including
biofuel, bicsorbents, pulp and paper production, as well as energy-related activities, organic
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fertilizers, environmental cleaning, biotechnology-related processes, and ingredients of
coametic products [112]. The main component of the green bananas peels is starch, which
constitutes about 70-80% of the dry weight. However, this amount changes significantly
during ripening due o the transfiormation of starch to fruit sugars [113]. The natural starch
from banana peels has been used in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries,
minimizing the environmental problems related to this bype of waste [113]. In the cosmetic
industry, banana starch can be used as a thickening and gelling agent as well as a stabilizer
to avoid phase separation in the emulsions. Starch also improves smoothness of the
emulsions during application on the skin, and it can replace tale in formulations of face
and body powders. The starch granule is a waler-insoluble compound that acts as gelling
and stabilizing agent. It can be hydrated at higher temperatures around 77 “C. It can be
used in a maximum dose of 15% w/w in powder products [112]. Another raw material
obtained from banana peel is extract. It has been confirmed in the literature that ethanol is
the best solvent for the extraction of bicactive agents from banana peels. The high value
added compounds present in banana peel extract include glvcosides, alkaloids, saponins,
carotencids, bogenic amines, tannins, anthocyaning, epicatechin, catechin, flavonoids,
phytate, and 18 different types of amine acids [112,114]. The banana peel extract also
contains minerals such as iron, calcium, sodium, phosphorus, and magnesium. Moreover,
it is a rich source of polyunsaturated omega-3 and omega-6 fatty acids, namely linoleic
and linolenic acids [114]. It has antioxidant and anti-inflammatory properties. Banana
peel extracts show firming, anti-aging, and skin brightening effects |112]. The antibacterial
properties of banana peel ethanolic extract in both Gram-positive and Gram-negative
bacteria, such as Salmonella fyphi, Bacillus subtilis, and Staphylococcus aurens, have been
confirmed by Ehiowemwenguan et al. [115]. The banana peel can also be used as a
substrate o obtain lactic acid by fermentation process. Lactic acid is a valuable raw material
in the cosmetic and pharmaceutical industry, serving as a pH adjuster and moisturising
agent [112].

3.43. Mango Waste

Mango (Marngifera indica L) processing waste is up bo 40-50% by weight, with 20-60%
of seed waste, which is a source of edible oil. Due Lo the fact that the fatty acid profile of
mango is similar o that of cocoa butter and shea butter, it can be considered as a source of
oleic, stearic, and palmitic acid [64,115]. Mango seed butter contains phenolic compounds
and phosphoelipids, which gives it an anti-tyrosinase and anticxidant capacity [116]. The
bivactive compounds present in mango peels are phenolic compounds, carotenoids, vitamin
C, and dietary fibres [78]. Addiionally, mango peels are a very good substrate for the
preparation of lactic acid. Among the peels of many fruits, such as orange, mango, banana,
and pimeapple that were subjected to lactic fermentation by Lactoctolacillis plantarum as the
starter culture, the highest amount of lactic acid (10,08 g /L) was oltained from the mango

peel [112].

344 Apple Waste

Apple (Malis domestica Borkh ) is a widely consumed and well-recognized fruit, and its
global production exceeds B3 million tons. A large portion of apple production is converted
intoe value-added food products, such as processed juice or cider, in which about 25% of
the weight of fresh fruits is a pomace by-product. Apple pomace constitutes an important
source of pectins, which are widely used in the food, cosmetics, and pharmaceutical indus-
tries as a nabural thickener, gelling agent, and stabilizer [65,73]. Apple pomace contains
active compounds such as triterpencids, phenolic acids, flavanols, flavanols, flavones,
anthocyanins, dihydrochalcones, and hy droxyeinnamic acid, quite often in amounts higher
than in the whole fruit [117]. Extracts of apple pomace possess antioxidant, antibacterial,
and anti-inflammatory properties, so they can be of great help in maintaining a healthy skin
condition. In addition, they contain polyphenols, which inhibit specific pro-inflammatory
mediators such as nitric oxide, inducible nitric oxide synthase, reactive oxygen species
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{ROS), cytokines, prostaglandins, or cyvclooxygenases, and eliminate the inflaimmation
process in the skin [117]. The in vitro study validated the inhibition capacity of apple-based
phenols in sebum production in sebaceous glands, which alleviated skin diseases such as
acne. Several in vitro and in vivo studies have also reported the positive effects of apple
pomace phenolic compounds on skin damages such as wounds or burns, premature skin
aging, psoriasis, rosacea, and atopic dermatitis [117].

345, Awocado Waste

Avocado (Persen americane Mill) is a tropical and subtropical fruit that is grown mainly
in Mexico and Central America. The pulp of this fruit contains insoluble (707%) and soluble
(30%) fibres, lipids, mainly glycolipids and phospholipids, monounsaturated fatty acids,
and proteins in quantities greater than in many other fruits [118]. Moreover, avocado pulp
contains SUgars and ]JmlEi.nS, as well as pign'-e*rltr., tannins, pnlyphennli, ]:rh:,'lnﬁ_slmgerm,
and perseitol [L15]. The high oil content is particularly important, as it contains monouwn-
saturated fatty acids (oleic and palmitoleic acids), low quantities of polyunsaturated fatty
acids (linoleic acid), and a significant quantity of saburated fatty acids (palmitic and stearic
acids), with small proportion of myristic, linolenic, and eicosencic acids [113]. Another
important component of avocado pulp are minerals, especially high amounts of potassium
and less of phosphorus, magnesium, calcium, sodium, iron, and zine. Vitamins, such as
p-carotene, vitamin E, retinol, ascorbic acid, thiamine, riboflavin, niacin, pyridoxine, and
folic acid are also present [56]. About 20-30% of the processed avocado pulp consisting
of seeds, peels, and exhausted pulp from the extraction of avocado oils is discarded as
waslte [118]. These residues contain mainly carbohydrates, such as fibres, hemicellulose,
and starch, and have a great antioxidant capacity due to the high content of polyphenals
such as quercetin glycosides, type A and B procyanidin dimers, type A procyanidin trimers,
catechin, caffeoylquinic acid, and coumaroylquinic acid. Because of the low cost and great
properties, avocado residues are potential source of oils, essential oils, and fibres for use in
the food, cosmetic, and pharmaceutical industries [118]. Avocado residue extracts possess
antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial properties against Gram-positive and
Gram-negative bacteria (Salmonelle enteritidis, Citrobacter frewdii, Pseudomonis aeruginosa,
Enterobacter aerogenes, Stapiylococcus awrens, Escherichia coli, Mycobacterium, Listeria maono-
cytogenss), and also antifungal properties (against Cendida spp., Cryplococcis Reoformans,
and Malassezia); therefore, it can be used in cosmetic formulations. Moreover, fatty alcohols
extracted from the seed and pulp of avocados have photo-protective properties against UV
induced damage in skin cells [118].

346, Olive Waste

The annual production of edible olive oil from Oler eiropaea L. is abowt 3.26 million
tons [7U]. This generates 4.5 million tons of by-products, such as the wastewater of the
olive mill, the pomace, the leaves, branches, and seeds, which are rich in fatty acids, to-
copherals, polyphenols, phytostercls, and squalene [79,111]. The waste from the olive
industry is a greater source of polyphencls than the olive oil itself [79]. The main phenolic
compounds in olives are as follows: hydroxyityrosol, tyrosol, oleuropein, verbascoside,
and their derivatives, which have powerful antioxidant activity in both vivo and in vitro
studies [55,79,119,120]. Moreover, hydroxytyresol and olewropein have anti-inflammatory,
anti-a&h!mgeni:, antimicrobial, and antiviral pmperl:iﬁ. These Dnmpnunds are soluble
in water, and thus only a low percentage dissolves in the lipidic fraction of the olives.
Rich in hydroxytyrosol aqueous olive extract inhibited the production of inflammatory
mediators, such as nitric oxide (NOY) and prostaglandin E2 (PFGE2) cylokines, as well as
chemokines [55]. Olive polyphenols may contribute to the skin photoprotection as a booster
of UV filters. They increase the sun protection factor (SPF) and UVA absorption when
combined with UV filters, such as TiO;, benzophenone-3, diethylamino hydroxybenzoyl
hexyl benzoate, methylene bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol, octocrylene, octyl-
metoxycinnamate, and octyl dimety] para-aminobenzoic acid (OD-FABA) [79,119,120].
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Dwue to the antimicrobial properties of olive derivatives, they can be used in cosmetics
as preservative boosters. Phenolic compounds found in olive wastes, like olive leaf ex-
tract, pomace, and oil industry by-products extracts, have antimicrobial activity against
Escherichia coli, Salmonelle entérica, Pseudomonas ceruginosa, Bacillus cerens, Staphylococcus
aurens, and Bacillus subtilis [79,119,120]. Lipophilic compounds from olive waste have emal-
liemt, moisturizing, and protective properties, and they repair the function of the skin lipid
barrier. They have capacity bo remain on the surface of the skin for long periods of time and
act as lubricants. Also improvement in the condition of the skin impact with dermatosis,
such as atopic dermatitis, psoriasis, eczema, and very dry skin could be observed after
applying cosmetic formula containing olive wastes, giving the sensation of soft, elastic,
and hydrated skin [72,119]. Olive wastes are rich in fatty acids, especially oleic acid, and
essential polvunsaturated fatty acids (EFAs) such as linoleic (C1322) and linolenic (C15:3)
acids, which have anti-irritant and anti-inflammatory effects and replenish the lipids of the
skin epidermal barrier |[79]. Olar europen is also the main source of squalene, which is a lipid
from the family of triterpene, being the most abundant on the skin's surface and possessing
emallient, antioxidant, antibacterial, and antifungal properties [79,119,120]. Olive waste
such as pomace, olive leaves, and oil industry by-product extracts may also serve as a
source of natural vitamin E, mainly a-tocopherol, which is non-enzymatic antioxidant. The
leaves of Olea esrropen contain carotene, which is a natural pigment with high antioxidant ca-
pacity. Rich-in-carotene olive waste extract used topically on the skin reduces free radicals,
prevents UVA damage in the skin cells, and shows anti-inflammatory effects [79,119,120].

3.4.7. Grapes Wasle

Grapevine (Vitis rinifera L) is a fruit crop used for fresh consumption and production
of wine, juice, dried fruits, and distilled liquor. Approximately 80% of its production is
destined for winemaking by pressing and macerating grapes, which in Europe creates
approximately 4.5 million tons of wastes per year [121]. Grape pomace is composed of
grape seeds (25%), stalks (25%), and skins (507%). It has low pH, high organic carbon
content, and significant concentration of phenolic compounds. Due to this fact, it can resist
biological degradation and cause unbalance in the ecosystem. The extraction process is an
effective method of grape waste valorisation, resulting in raw materials with antioxidant,
antimicrobial, and anti-inflammatory properties [121,122]. For the needs of the cosmetic
industry, extracts are obtained from seed and oil, pomace, grape skins, shoot, stalk lees,
stem cells, and seed paste. Grape pomace by-product contains unsaturated fatty acids,
dietary fibres, vitamins, and natural antioxidants, especially polyphenols such as phenolic
acids (hydroxybenzoic, hydroxycinnamic acids), flavonoids (catechin and epicatechin),
stilbenes (trans-resveratrol), tannins, and proanthocyanins [123]. Grape seeds and grape
pomace can also be used as raw materials to obtain oils composed of unsaturated fatty
acids, like linoleic acid (which accounts about 70-75% of total oleic fraction), oleic acid,
and palmitic acid [12Z]. Due to the low content of linolenic acid, grape seed oil has longer
durability. Grape seed oil is also rich in tocopherols («, B, v, §) and tocotrienols (e, B, v,
&) [122,124]. Both grape extract and grape seed oil as a by-product from the grape waste
give a beneficial effect on the skin. Grape seed exiract has antioxidant, anti-tyrosinase,
anti-ageing, anti-microbial {against Stapdndococcus aureus and Staphylococcus epidermidis),
antifungal, anti-acne, and anti-inflammatory activity, and protects skin cells against UVA
damage [121,122,124]. Moreover, grape seed oil has antioxidant and antimicrobial activities,
whereas grape seed powder has an abrasive and exfoliant properties [ 121,122, 124].

148 Pomegranate Waste

Pomegranate (Punica gramatum L) is a fruit used in in the food industry for juice
extraction. Pomegranate’s rind and seeds, which account for roughly 54% of the fruit, are
the waste components rich in bicactive compounds with antioxidant and antimicrobial
activity, and therefore they can be converted to various value-added products [125,126].
Global pomegranate production reaches 3 million tons per year, resulting in approximately
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1.62 million tons of waste rich in bioactive and nutritional components, such as flavonoids
(e-g., anthocyanins), hydrolysable tannins (e.g., punicalagin and ellagic acid), and fatty acids
(mainly punicic, linoleic, oleic, stearic, and palmitic acid). Pomegranate oil is extracted
from pomegranate seeds and has anti-inflammatory properties. It is also effective in
fighting against UV-induced stress, both in tested animal skins and in vitro models [125].
Pomegranate extracts and oil have antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, and anti-
pain properties; they also enhance the healing process of burmns and wounds by increasing
collagen content in cells. Whitening effect on skin pigmentations caused by UVB irradiation
has been proved, as well. It is the results of high content of ellagic acid, which also has an
anti-aging effect against skin wrinkling, and can increase skin elasticity due to the inhibition
of the glycation process [125,126].

3.49. Coffee Waste

Around 103 million tons of coffee are produced worldwide every year, resulting in
about 18 million tons of wet, spent coffee grounds [52,111,127-129]. The residues that
remain after coffee brewing are one of the most wide-spread by-products which can be
reused. The chemical composition of the coffee waste includes polyphenols and tannins,
which total amount represent around 6% and 4%, respectively. It has been proved that 60%
methanol is the best solvent in the extraction process leading to the highest amounts of gallic
acid equivalents per gram of spent coffee grounds [78]. The waste from the coffee industry,
namely pulp, husks, grounds, and unripe coffee beans, can be processed into cosmetic raw
materials. The coffee grounds can be use as scrub for body care [111]. They also contain
high amounts of lipids which can be extracted by supercritical carbon dioxide extraction
process and subsequently used in cosmetic formulations improving skin hydration [56].
Moreover, coffee is a good source of bicactive compounds such as chlorogenic acids,
caffeine, melanoidins, and other antioxidants [56]. These active ingredients show anti-
inflammatory, antimicrobial, and anti-cellulite properties, improve blood circulation in the
small capillaries, and protect skin cells against UV damage [56,111,127-129]. Coffee extract
can be used in anti-aging cosmetics, as well as in shampoos and conditioners, to stimulate
hair growth on the scalp [127-129].

3.5. Bioactive Compounds from Vegetable Waste

Vegetables establish an important source of active ingredients which may also be
found in the inedible parts, such as leaves, twigs, or stems. Common vegetables like
potatoes, tomatoes, carrots, broccoli, or cucumbers have been extensively used in the food
industry, generating enormous amounts of waste which can be further processed into
cosmetic raw materials [130).

3.5.1. Tomato Waste

Tomatoes (Solanum lycopersicum) contain high amounts of bioactive compounds such
as carotenoids, fibre, proteins, and pectins. Tomato seeds are one of the most abundant
residues due to a large production of tomato sauce. On a global scale, the annual production
of fresh tomatoes accounts to approximately 160 million tons [55]. This vegetable is rich in
fatty acids, especially linoleic acid. On the other hand, tomato peel contains lycopene, which
is a strong antioxidant [64]. Tomatoes have already been proved as vegetables with high
antioxidant potential due to the presence of polyphenols, which are located specifically
in the peels [130]. The example is lycopene, whose concentration is up to five times
higher in the waste peels than in the pulp. In order to increase the efficiency of lycopene
extraction, tomato peels are subjected to enzymatic pre-treatment with pectinolytic enzyme
preparations followed by surfactant-assisted extraction [55,131].

3.5.2. Carrot Waste

Carrot (Daucus carota L.) is an important vegetable source of bicactive compounds,
with a worldwide production of more than 37 million tons every year [132-134]. Car-
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rot processing generates waste in the form of peels and pomaces, which contain high
amounts of residual bioactives, mainly carotenoids (with about 50% of B-carotene), phe-
nolics, polyacetylenes, ascorbic acid, terpenoids, and tocopherols. Carotenoids, especially
apocarotenoids, have characteristic orange colour, so they can be used as natural colourant
and aroma in cosmetic products [132,133]. Oil and water extract of carrot pomace has good
anti-inflammatory and antioxidative properties due to the presence of B-carotene, lutein,
and zeaxanthin, and gives anti-aging effects due to the free-radical scavenging [134,135].

3.53. Potato Waste

Potato (Solanum tuberosum L) is the fourth main crop produced globally, after rice,
wheat, and com, with over 388 million tons every vear. This generates a large amount of
wastes, such as peels and pulp. Potato by-products have antimicrobial, antioxidant, and
anti-inflammatory properties [130,136]. Potato peel is a source of bioactive compounds; it
contains much higher amounts of phenolic compounds than the tuber (the inner part of the
vegetable). Phenolic acids from potato peels, mainly chlorogenic acid, have antioxidant
and antibacterial properties, while glycoalkaloids have anti-carcinogenic potential via
the induction of cytotoxicity and apoptosis in cancer cell lines [136]. Good antioxidant
activity also forms a residue from the process of starch extraction, which can be a source
of pectins. It is also possible to obtain biosurfactants from potato peels and pulp waste by
using mutated Bacillus subtilis DDU20161. Such bicsurfactants have lower toxicity, higher
biodegradability, and show effectiveness at extreme temperatures, salinities, and pH values
when compared with synthetic ones. This green alternative to synthetic surfactants can be
used in the cosmetic industry as well [137]. Moreover, potato peel can be transformed to
lactic acid through the fermentation process [133].

Currently, a lot of research is being conducted on the possibilities of managing waste
from the food industry in order to obtain valuable row materials for cosmetics formulations.
Table 3 shows selected examples of results of such studies that have been published in the
last few years.

Table 3. Bicactive compounds from by-products and wastes in fruit and vegetable processing.

Source of Type of Cosmetic
Food Waste Waste Ingredients Bioactive Components Propesties Refs.
Phenolic acids (hydroxybenzoic acid,
caffeic aad), flavones
Peel, Pulp, Extracts, active (apigeninglucaside, Antioxidant, anti-infl tory,
Citrus fruit P powdes; pecling dicametin-glucosids), f it Bacterial 58]
(! naringin,
eriocitrin, narirutin}
A b A t (3] f 1, Y,
Coumaric acid, caffeic acid, ferulic antimicrobial against
acid, chlorogenic acid, ci acid, Saphylococcus aureus, sun
s e, | Eeeseeiee
y i acid, anti-tyrosinase activities { N
Grapes Extracts, Ol pro ulc achd, vanillic acid, B i 3 [121,122,124)
gallic acid, proanthocyanidins, anti-collagenase activities
tin 3-o-gl ide, querceti {anti-aging), cellular protective
stilbenes (resveratrol) effect against oxidative damage,
anti-acne
B Extracts, powder Gallocatechin, anthocyanins, Starch: thickener, stabilizer, ‘.
Pusls, Pulp starch dedphindin, cyaniding, catecholamine gelling agent By
Gallic acid, ellagic acid, gallates, Antioxidant, anti-bactenal,
Mango ; 'b'hn;,"d Extracts, butter mmmm; isoquercetin, hyd’m‘z& [78,116,139]
fisetin, mangiferin loss (TEWL)
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Source of Type of Cosmetic
Food Wast Waste Ingredients Bioactve Components Properties Hefs.
Pectins, epicatechin, cabechins,
Extracks anthacyanine, quercetin ghycosides,
Pz anad | chlamgenic acid, caffeic acid, femalic . . -
Apple P umlh:;i.:rhw acid, hydrosy. %, phi ) Pectins: thickener, stabilizer [117])
F glyonsides, procvaniding, triterpenoids
{ursolic acid, cleanclic acad)
Anti-inflammatory, anti-pain
Callic acid, cyanidine3, 5-dighicoside, L L
Pomegranate ~ Feeisand Extracts, ofl cyanidin-3-dighscoside, bum wound healing, whitening. 135 124
pevicarp delphinidin-3,5-dighacoside astibactrial, antifingal,
P : anti-aging, inhibition of ghycation
P nd Epicatechin, catechin, gallic acid, Antioxidant, anti-inflammatory,
Awocado al Extracts, odl chlorogenic acid, cyanidin anti=microbial, anti-fungal, [118])
Zgloooside, homogentisic ackd phato-protective
Pectings and aligasaccharides, sugars: Pm[ﬂlmﬁ':ﬂﬁ:
Leaves, ma.ru:n]:jul]ullm hﬂm';dlum physical fstrsctural propertics of
Olive pomsoe, Extracts, oil phena - polyp d h"TP"-"-"'E‘ emulsions, caddative stability, [F9.119,120)
fatty acids, squalens, essential amino ) -
sevds . . visCosity, lexfrne, sensory
acids, malonic acid, carctenaids, harscter 4 shelfife
tocopherols, minerals (K, Ca, Ma) = B, B Al
i af products
Camat Panace Extract, cil Phenals, fi-caratene Artticuciant, antl-ageing, [i32-135]
colorant, arema
Gallic acid, caffeic actd, vanillic acid, A
Potato Peels Extract pectins, chloeogenic acid, carotene, Antipaddant, anti-micrabual, [130,136,137)
anti-inflammatory
Iycopene, hetein 4
Carotenpids (lycopene), phenolic .
Seed . . Antioxidant,
Tomnato N Extract, oil acids, chlorogenic add, gallic acid, 1 [131])
pamace i, anti-irdlammatory, antifungal
Garounds, Anti-inflammatory, antimicoobial,
. Polyphencls, tannins, chlorogendc . .
Caffee pulp, busks,  Extracts, pecling 8 | anb-cellulite, mprovement in [122=1249)
Beans acids, caffeine, melanaidins blood c o
Skimand Phenolic compounds . .
Hazclnuts roasted husk Extract | Fhocyaniding A and ) Antiooddant, antifungal [140])

3.6. Bioactive Contpounds from Animal Waste

Bipactive compounds iselated from animal-based waste include mainly peptides. In
the dairy indwstry, it is mainly those from whey and colostrum [65,141]. Whey is the
main by-product obtained during cheese production from all types of milk, namely goat,
sheep, camel, buffalo, and, most commonly, cow milk [ 135]. Whey contains about 55% of
milk nutrients, such as proteins, B-lactoglobulin, e-lactalbumin, bovine serum albumin,
immunoglobulins, and macropeptides. Every year, approximately 300-320 million tons of
whey ends up in wastewaters [141]. However, during the purification procedure specific
fractions from whey may be obtained. Lactose from whey can be fermented to produce
biomass and lactic acid, which can be used as cosmetic ingredients. Moreover, protein-rich
fractions are reused and applied as cosmetic raw materials with ability to counteract skin
damage, preserve skin integrity, and reduce drawbacks related to the dermal dryness [133].

In the marine sector, bicactives could be obtained from fish and shellfish processing,
as well as from seaweeds [65,142,143]. Hot-water extraction of pulverized oyster shell gives
pelypeptides with tyrosinase inhibitory activity; therefore, it can be used as an ingredient of
cosmetics that lighten skin discolorations |68, 142]. Shrimp and crab shells can be recovered
for obtaining chitosan, which is a natural polvmer used in the skin and hair care. It has
antibacterial, antioxidant, protective, smoothing, and soothing properties. It also shows the
ability to accelerate skin regeneration processes, 50 it could be used in the production of
wound-dressing materials [144]. Furthermaore, calcium carbonate from oyster shells can be
used as a calcium supplement [65,142]. On the other hand, astaxanthin is a chromophore
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that can be extracted from shrimp shells. It has strong antioxidant properties with an
efficacy of 500 times higher than that of vitamin E; thus, astaxanthin can be used in anti-
ageing cosmetic products [145]. Collagen from fish waste, such as skin, bones, and scales,
has nutraceutical, cosmeceutical, and bio-medical applications because it is a source of
many amino acids. It also possess antioxidant, antimicrobial, and anti-aging properties,
which are highly desirable in the cosmetic industry [146,147].

3.7. Bioferments

Bioferments are raw materials obtained using a fermentation process carried out
with appropriate strains of microorganisms, such as bacteria and/or yeast (Figure 4).
Processing food waste by microorganisms is a sustainable and eco-friendly solution in food
waste management. It may generate biofuels, electrical energy, biosurfactants, bioplastics,
and biofertilizers, and also cosmetic raw materials such as prebiotics and postbiotics,
fermented extracts, or fermented whey. Microbial fermentation can be used in processing
of crops, fruits and vegetables, dairy products, edible cil, meat, poultry, eggs, sea food,
and other aquatic organisms [145,149]. Microbial processing of food waste has opened
new horizons for value addition to conventional extraction [143]. It needs renewable
feedstock, such as biomass, and requires mild conditions of temperature and pressure to
carry out the process, giving a lower environmental footprint than conventional chemical
synthesis [27]. Many fermented products and fermentation by-products have already been
introduced to the market, including fermented beverages, single cell proteins, single-cell
oils, polysaccharides, dietary fibres, polyphenols, bio-pigments (carotenoids), fragrances,
flavours (vanillin), essential oils, biopesticides, plant growth regulators, and enzymes.
Biohydrogen, bioethanol, and biogas are also produced from waste of fruits and vegetables
containing starch, cellulose, and hemicelluloses, which are at first hydrolysed to soluble
sugars and further fermented [148,149].

Figure 4. Schematic rep tation of the biofermentation process.
3.8. Bioferments in the Cosmetic Industry

For the needs of the cosmetic industry, fermented raw materials are obtained from
plants, fruits, vegetables, oils, and substrates from the dairy industry. The use of ingredients
derived from wastes generated by the food and dairy industry, as well as from plant-based
biomass, allows for resourcing, reducing of carbon footprint, and supports the circular
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economy [958, 150]. Due to the fact that fermentation converts high-molecular compounds
into low-molecular struetures, the bioavailability of ingredients is significantly higher [%5].
Moreover, specific microbial strains used in the fermentation process produce additional
active substances such as profeins, ceramides, amino acids, acids, and antioxidants, thanks
to which the final raw material shows increased bicactivity and biocompatibility [150,151].
The efficiency of the fermentation process and content of bicactive ingredients depends on
the type of microorganism strains and conditions under which the process is carried out [%5].
During the fermentation process, metabolites of bacteria and yeast are formed, such as
ralic, fumaric, and citric acids, which are intermediates in the Krebs cycle and act as rapid
energy substrates for skin-cell mitochondria [27]. Fermentation-derived ingredients have
many advantages when compared to those oblained by conventional chemical synthesis.
First of all, the fermentation process uses renewable sources as subsirates and requires
mild processing conditions. Moreover, it reduces waste, and the oblained products are
biodegradable [27,99]. The use of fermented raw materials also has many benefits for the
skin [ 152]. Duse bo the smaller molecular structures of active substances in fermented raw
materials, antioxidant and anti-inflammatory properties may be increased by improved
bioavailability [149,152-154]. Bioferments in cosmetic products may stimulate natural
skin defence mechanisms, reduce consequences of photodamage, whiten the skin, help
in rebuilding the skin barrier, support the wound healing process, reduce the symptoms
of acne, and protect the skin against pollution and oxidative stress [92,155]. It is worth
mentioning that fermentation is also wsed in order o obtain bicsurfactants from kitchen
waste oil, whey, utilized soy molasses, and olive oil mill waste. Biosurfactants, unlike
surfactants produced in the chemical synithesis, are fully biodegradable and non-toxic to
aquatic organisms [ 143]. Examples of current studies on fermented plants, fruits, vegetables,
and dairy products serving as bioferments with cosmetic applications are presented in

Table 4.

Table 4. Cosmetic p-ruptrl:in of fermented raw materials from ]:!I.a.n'l:l., fruit, \'l.‘;_qtl:ab]n_. % well as

dairy and marine industry by-products.

Raw Material Microorganisms Froperties Refs.
Citrus unshin peel Sehezoptyllum commune G143 Anti-aging, anti-photoaging [103]
Lemon peel Lactobacillus fictis Skin whitening, reduction of [156]

discoloration, antioxidant

G berry (Lycrum barburum L)

Lacfobacillus drenemes, Lictobacillus
reutert, Baocillis velezensds or
Lacfobacills fumneas, Loctobacifus

Anti-oxidant, anti-aging,

plartaricr, Bacillis pelezensds, ekin whilening
Bacillus lickengfrnnis
Plum pomace and seeds mﬂﬁg:rﬁ;:: Anti-oxidant, meisturizing [158]

Camellia sinensis [Miang tea)

Lavtionesibacillus ramnmnodns,
Lactpliantibeciies plombarnm,
Sacchariiyees ceretTame

Anti-oxidant, tyrosinase inhibition
{skin whitening), reduction of
discoloration, collagenase inhibition

[154]

(anti-aging)
Antioxidant, anbi-aging,
Jasminum sambac fowers LactohaciMes o us anfi-photoaging induced by [160]
U'VEB radiation,
Angelicn grgas, Loricera japonic,
Dictuenrens dasyearpus Turce., [,
opposth Thunb., Ulnras deid e o . B .
Jupentica, Horderne calgure sar. Lactobacillns fermentum Prodection againgt LIVE-induced [161])

feeraatictaonr Aschers, Mimbhrms
shrumarinm L., Crddinm uﬁffﬂ.ﬂl’t’,
Houttuynia cordata Thunb.

damage, anti-inflammatory
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Table 4. Cont.
Raw Material Microorganisms Properties Refs.
Bifidobacterium animalis, lmmved ’h: hydmhms::d
Sovbean Saccharomryees cereoisiae, R SN md“"“m"', [162]
Bacillus subtilis ISR Sou! ot
of discoloration
Red gt Lactobacillus brevis, Anti-wrinkle, skincare, 27151
ginseng Saccharomyees cerevisine anti-inflammatory, anti-allergenic Za%)
i Lactobacillus casei, Saccharommyees Promoting effects on the hair ’
Rl yhndng wiaci cerevisiae, Rhodobacter capsulitus growth cycle (163]
n g T Anti-oxadant, reduced skin dullness,
Carrot root Bacillus ginsengisoli anbi-aging anbi-wrinkle [132]
Anti-oxidant, anti-aging, hulinf of
Radish root Lactobacillus caser damaged cells, toxin removal, [148]
skin nourishing
Kombucha SCOBY (Symbiotic
Wine industry by-products Cultures of Bacteria and Yeasts)  Moisturizing, anti-oxidant, anti-aging [164]
consortium
Agro-industrial waste Streptococcus zooepidemicies i s s .
33 MTCC 3523 Muoisturizing, anti-aging [165]
1 our " 5 2 5,
Whey Lactobacillus jensemii, Antioxidant, anti-inflammatory [166]
Lactobacillus acidoplrilus
3 PRIy s Increased production of lactic acid, ey
Yogurt whey Lacticaseihacillus case hydrating properti [166]
Waste shrimp shells Paesubacillus jamilae BAT1 Antimicrobial and antioxidant [167)

In general, the fermentation process uses microorganism to increase the biochemi-
cal and physiological activity of the substrate by converting high-molecular compounds
into low-molecular structures. Microorganisms are biocompatible, and very often they
simplify the synthesis, improve and give consistent quality of products, and reduce the
environmental footprint. Many biological molecules may be involved, directly or indirectly,
in the production of various fermented raw materials with valuable compounds, such as
polyphenols, carotenoids, fatty acids, enzymes, or vitamins.

The chemical composition and quality of raw materials obtained using fermentation
depends on many factors, but primarily depends on the type of microorganisms used. In
the case of cosmetic raw materials, obtaining biosurfactants containing fatty acids, glycol-
ipids, neutral lipids, and lipopeptides can occur in the presence of the following strains
of fungi and bacteria: Pseudozyma antarctica, Pseudozyma aphidis, Pseudozyma rugulosa, and
Pseudozyma parantarctica, as well as Bacillus pumilus A, Bacillus licheniformis, Bacillus amy-
loliquefaciens, and Bacillus subtilis. On the other hand, glycosylides are mainly produced by
Candida albicans, Agaricus bisporus, and Armillaria tabescens. Biosynthesis with strains like
Bacillus subtilis 313, Brevibacterium sp. Strain 9605, Brevibacillus brevis CD 162, and Microbac-
teriunt terrae KNR 9 allows us to obtain cyclodextrins, which are a group of compounds
often used in cosmetic products as fragrance-stabilizing agents. The Saccharomyces cerevisine
strain is used in obtaining ceramides of microbial origin [98]. Paracoccus, Agrobacterium
aurantiacum, and Corynebacterium autotrophicum are bacterial strains applied in the synthesis
of cosmetic pigments like astaxanthin and zeaxanthin, respectively. In tum, Leuconostoc
mesenteriodes, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, and Azotobacter vinelandii, Xan-
thomonas spp., Sinorhizobiwm meliloti MSNICS, Gluconacetobacter hansenii, and Streptococcus
thermophilus are responsible for the bicengineered synthesis of exopolysaccharides like
dextran, alginate, xanthan, glucuronan, and hyaluronic acid. Furthermore, bacteria like
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Clostridium histolyticum, Vibrio alginolyticus, Bacillus cerus, Microsporum, Epidermophyton,
Trichophyton, Chrysosporiu, Scopulariopsis brevicaulis, Bacillus subtilis and Bacillus licheniform,
Sulfolobus acidocaldarius, Marinomona, and Thermus thermophilus have been proved to be
an effective tool in fermentation leading to different enzymes with high cosmetic values,
namely collagenases (skin regeneration) and keratinases (excess hair removal), as well as
superoxide dismutase, catalases, and glutathione peroxidase (antioxidants, free radical
scavenging, anti-aging) [163].

In order to ensure the repeatability of the composition of a given bioferment, it is
necessary to optimize the parameters of the fermentation process, such as pH, temperature,
appropriately selected bacterial strains, and the duration of the fermentation process.
Then, the obtained bioferment should be subjected to a detailed analysis in terms of
composition, which can be performed using chromatographic methods. Particular attention
should be paid to the content of biogenic amines, methanol, formaldehyde, and nitrites.
If they occur in the bioferment, additional techniques should be applied to support their
removal, e.g., appropriate enzymes or bacteria strains decomposing those chemicals should
be introduced [27]. The allergenic potential of bioferment is usually assessed by the
Safety Assessor. The tests are based on the toxicological assessment of the ingredients of
bioferments, and then are performed as dermatological patch tests. Nevertheless, it should
be emphasise that fermentation of plant raw materials is widely used in the food industry,
and the allergenic potential of these products is low [169].

4. Summary and Future Directions

The main pillars of the Green Deal which apply to the cosmetics industry are circular
economy and zero pollutions, which means reduction in the greenhouse gas emission,
assurance of resource efficiency in a circular economy, the protection and restoration of
ecosystems, and biodiversity. The answer to these expectations is using waste from the food
industry to produce valuable raw materials that can be applied in the cosmetic industry,
for example. This solution allows reducing carbon footprint and has a large potential
for improving circularity in the food system. It also offers new opportunities to create
sustainable raw materials for the cosmetics industry. Upcycling of food industry waste is
not only advantageous to the environment, but also provides many bioactive ingredients
that have a beneficial effect on the skin. Wastes from fruits and vegetables such as peels,
seeds, grounds, and pomace often contain higher amounts of bicactive compounds when
compared to the pulp. Polyphenols, vitamins, and minerals and can be effectively extracted
by environmental friendly procedures and used as cosmetic raw materials.

Despite many advantages of compounds obtained from food waste, there are still
some challenges related to the waste processing. It is necessary to develop efficient meth-
ods of extraction, purification, and characterization in order to obtain the valuable active
compounds from the waste materials. Another challenge is to create scalable production
methods with reproducible batches of extracts. This is due to the variability of the composi-
tion of agri-food waste, which affects the composition as well as quality and quantity of the
extracted compounds.

Application of bioferments is the innovative trend in the cosmetics industry that
does not bring any negative impact on the environment. Fermentation can provide the
cosmetic industry with countless alternatives, replacing controversial ingredients. Thanks
to fermentation, it is possible to obtain not only cosmetic active ingredients, such as
ubiquinol, resveratrol, or hyaluronic acid, but also very common ingredients such as
thickeners, preservatives, emollients, humectants, and biosurfactants. Active substances
obtained during fermentation process show increased bicactivity and biocompatibility, and
present good biodegradability profile.

The fermentation process of plant-based materials involves several risks, including
the possibility of producing potentially toxic compounds as by-products, namely biogenic
amines, methanol, formaldehyde, and nitrite. Moreover, the constant control of microbial
safety, the lack of trace elements, and storage stability is necessary. To reduce the risk of bio-
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genic amines production, microbial strains or enzymes that decompose these compounds
should be usad. To reduce the contenmt of methanol amd fmmlde]'t}nde, the temperature of
the fermentation process should be optimized.

Although bioferments have been shown to have a beneficial effect on the skin, there is
still little research in this direction, and the development of new testing methodology still
need o be addressed. It is expected that, in the next coming years, the use of exiracts based
on upcycled raw materials and bioferments will constantly increase. Therefore, research
on the effectiveness of fermented raw materials on skin cells should also be intensified in
order to confirm skin nourishing effects.
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A review, with 26 refs., of the quol. compn. of extracts from the plant
Centello osiatica L. The physicochem. properties of main companents,
Le. triterpane soponins, were discussed. The use of modecassoside,
modecassic acid, asiaticoside and osiatic acid in the treatment of dis-
eoses was presented.
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Przeglad literaturowy dotyczacy skladu ekstraktow x wakroty azja-
tyckiej (Centella asiotica L.). Omdwiono wlasciwoici fizykochemicme
ghownych skladnikow, czyli saponin triterpenowych. Przedstawiono
2astosowanie madekasorydu, kwasu madekasowego, azjatykozrydu
oraz kwasu azjatykowego.

Stowa kluczowe: wakrota azjatycka, saponiny triterpenowe, made-
kasozyd, azjatykozyd, kwas madekasowy, kwas azjatykowy

Wakrota azjatycka (Centella asiatica L.) jest rosling
nalezgca do rodziny Apiaceae (sclerowate), wystepujaca
w tropikalnych i1 subtropikalnych krajach poludniowo-
-wschodnicj Azji. gidwnie w Indiach, Chinach, Japonii.
Malezji 1 Indoncz)i, a takze w Poludniowej Afryce, na
Madagaskarze, w Australii oraz w Poludniowej i Srodkowej
Ameryce"*. Za wiclokicrunkowe dziatanic wakroty azja-
tyckic] odpowiadaja zawarte w lisciach saponiny triterpeno-
we, glownic madekasozyd, kwas madekasowy, azjatykozyd
oraz kwas azjatykowy. Szczegolne dzialanie na skore,
w tym przeciwzapalne, przeciwbakteryjne. antyoksyda-
cyjne oraz pobudzajgce proliferacje fibroblastow i synteze
kolagenu, wykazuja madckasozyd i azjatykozyd.

Centella asiatica - charakterystyka rosliny

Centella asiatica L.. syn. Hvdrocotyle asiatica L.
(Indian Pennywort, Indian Hydrocotyle), zwana row-
nicz wakrota azjatyckg, tygrysim ziclem, Gotu Kola,
a w medycynic ajurwedyjskicj w Indiach zwana Brahmi,
nalezy do rodziny Apiaceae (sclerowatych) 1 rodzaju
Centella (Linn.). Jest to wicloletnia, plozaca bylina

o nerkowatych, licznych lisciach, wystcpujaca w sku-
piskach, wokél zbiornikow wodnych® ”. Od czasow
prehistorycznych roslina byla szeroko wykorzystywana
w medycynie Dalckiego Wschodu, glownie w leczeniu
chorab skory, ran, owrzodzen. oparzen. egzemy, tradu,
twardziny, luszczycy, biclactwa i tradziku' * *. Poza
zastosowaniem micjscowym, Centella asiatica L. byla
rownicz stosowana doustnic w leczeniu chorob osrod-
kowego ukladu nerwowego, takich jak zaburzenia snu,
pamicci 1 kojarzenia, a takze w depresji. W XIX w. suro-
wicc ten zostal wprowadzony do farmakopei indyjskicj
1z powodzenicm jest stosowany w leczeniu chorob skory,
w zaburzeniach krazenia, nadcisnieniu, chorobic wrzo-
dowej przewodu pokarmowego, zaburzeniach trawicnia,
malarii, a takze zalecany w okresach wzmozonego wysil-
ku umyslowego. pomocniczo w bolach migsni, zapaleniu
stawow, cukrzycy. zapaleniu drég moczowych, zoltaczee,
a takze w leczeniu hemoroidow' . Surowcem leczniczym
sg zarowno liscie, jak 1 cala roslina wraz z korzeniami,
pozyskiwane przez caly rok, przede wszystkim z micjsc
jej naturalnego wystgpowania, czyli Indi, Sni Lanki,
Madagaskaru 1 Afryki Poludniowcj. Nastepnic zbiory sa
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suszone powictrznie, na stoncu. Surowiec charaktervzuje
sig stabo wyezuwalnym, korzennym smakiem 1 jest pra-
wie bezwonny' % . Ghéwnymi skladnikami czynnymi
o dzialaniu terapeutycznym sa saponiny (glikozydy)
triterpenowe, wane azjatykozydami, do ktorych naleza:
arjatykozryd. madekasozyd (amjatykozyd A), azjat:rkuz}rd
B. centellozyd. centella saponiny A, B, C, D, bramo-
zyd, braminozyd, tankunizyd i scefoleozyd™* ™. Ponadto
w roslime licenic wystgpujg kwasy triterpenowe, takic
jak azjatvkowy, madekasowy, betulinowy, izobramowy,
centellowy, centykowy, centelikowy 1 tankunikowy. Do
innych substancy wyizolowanych z zicla Centella asiatica
nale#a monoterpeny, seskwiterpeny, garbniki, fitosterole
{kampesterol, f-stigmasterol, f-sitosterol), flawonoidy
{kwercetyna, kemferol 1 ich pochodne glikozydowe, kate-
china, naringenina, apigenina i luteolina), aminokwasy,
rwigzki kumarynowe, Fywice, witaminy A, E, C, K,
magnez oraz olejek eteryeany® 5. Lawartosc poszoze-
golnych substancji w roslinie jest zroznicowana 1 zaledy
od takich czynnikow, jak migjsce wystgpowania rosliny
1 czas zbiorow. W uprawach rosngeych w Indiach zaoh-
serwowano przewage kwasu azjatykowego i madekaso-
wego oraz ich pochodnych. W Chinach i na Madagaskarze
wystgpuja odmiany Cenfella asigfica zawicrajace naj-
wigce] pochodnych kwasu madekasowego. Zawartosc
cabej frakeji saponin triterpenowych waha sig w zalez-
nosci od micjsca zbioru w gramicach 1-8% mas.* .
Surowcem farmaceutycenym s wysuszone 1 rozdrobnio-
ne czgscl nadziemne Centella asiatica L. £ nich otrzy-
mywane sg ekstrakty alkoholowe oraz wodne, a takie
rozcicnceone gliceryng lub ghkolem propylenowym,
stgzone ekstrakty alkoholowe. Poszozegolne triterpeny
w ekstraktach ornaczane sa za pomocg wysokosprawnej
chromatografi cil:l::zcw:j (HPLC) = dl:t:kch. UV-VIs.
Ma to istotne znaczenie dla zaptwm.cma pl:rwtnrznlnusm
sporzadzanych ekstraktow, a co sig z tym wiaze rownies
skutecznosct dzialama. Deigki identyfikac)i 1 oznaczeniu
ilosciowemu saponin triterpenowych w ekstraktach mo-
liwe jest celowane rastosowanie wyciggow = Cenralla
asiaiica we wspomaganiu leczenia konkretnych scho-
rzen. Ponadto z rosliny moina wyizolowac pojedyncze
rwiazki, takie jak madckasozyd, azjatykoryd, kwas
madckasowy 1 kwas azjatykowy, dostgpne pod nazwami:
TECA (titrated extract of Centella asiatica) o narwie
handlowej Madecassol®, TTFCA (roral triterpenoid frac-
tion of Centella asiatica), TTF (total triterpenic fraction)
o narwie handlowe] Centellase® 1 Blastoestimulina®,
a tak#e CATTF (Centella asiatica total terpenie frac-
tian) oraz ETCA (estratto titolate di Centella asiatica).
TECA 1 TTFCA zawierajg kwas azjatykowy (304 mas.),
kowns madekasowry (30% mas.) i azjatykoryd (40% mas.).
TTF zawicra 60 mas. micszaniny kwasu azjatvkowego
i madekasowego oraz 40% mas. azjatykozydu. W eksirak-
tach CATTF i ETCA procentowa rawartosé rwigzkow
triterpenowych nic zostala oznaczona®** %,

Saponiny triterpenowe

Triterpeny obejmujg szeroka grupg czynnych substancji
chemicznych, ktore odgrywaja istotna relg w mechanizmach
drziatania farmakologicznego wielu roslin lecznicaych.
Stanowig one najlicznicjsza grups substancji zawartveh
w zieln Centella asiatica, stanowigeg do % mas. sklado-
wych rosliny. Najwigksza aktywnose biologiczna wykazujg
pochodne ursann, arjatyvkozyd 1 madekasozyd, oz ich
aglikony, takie jak kwas azjatykowy 1 kwas madekasowy
(rysunck). Substancje te charakteryzuja sig smerokim spek-
trum dzialania ogolnoustrojowego 1 wykaruyg wiasciwosc
przmtwnmhmmwr.. przeciwzapalne, praeciwutleniaja-
ce, pn:tmwmmsnw: antybakteryjne, immunomodulujace
1 wspomagajace plarminowanic'”. Podsumowame wiasci-
wosci terapeutycznych saponin triterpenowych przedsta-
wiono w tabeli. Szczegalng uwage poswigeono drialaniu
triterpendw na skong.

Tobie. Therapewtic properties of triterpene soponins isaloted from Certeila
asiatico L. berb and their wse in the trectment of diseases™™

Tabela. ‘Wiaiciwoici terapeutycine saponin triterpenowych wyizolowa-
nych zziela Centella asiotica L. oraz zastosowanie ich w becze niu chorgb™

wiascIwnicl: preyspiesrajace SOjense ran.,
owrondzen 1 oparzen skory, prreciwrapalne,
stymulujgce synterg kolagenu | antycksyda-
Cygne

leczemie chorab: rudno gojace sig rany, cho-
roby neurodegeneracyjne, depresja

Asjatykozyd

wilasciwoscn: newraprolekeygne. psychoak -
tywne, hepatoprotekcyjoe, nefroprotekoyjne,
ochroane dla pluc, hppoalergicrne, proeciwaas
palne, antyoksydacyme, immunomodubugce,
wspomagajace gajenie ran. chronsce
PrOmICnIoWIaRIZ anlybak-
leryjme (preeciwke 2 acmes)

leczenie chorab: bielactwo, tmdeik, folost-
recmse, rmny oparseniowe, by, atopowe
zapalense skiry

wilasciwoscn: antyoksydacyne,
prezciwenpalne, preeciwbakieryine,
preeciwgrzybicze, preecrwpasoiynicre,
spazmolifycrne, plemmkobapore,
PreEvEpicszajgce gojenic mn

leczenie chorab: keloidy, rany, atopowe zapa-
lemie skary, folostareense, chomoby kandiolo-
mezne. osleoporosm, hiperlipidemia 1 choroby
witroby, choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona, neuropabie, udar medokraienny,
cpalepsga, uposledzeme funkop posmaweeych,
zapalense preveghia, cukrryca

wiasciwoicy: spowalniajace procesy slarrenia
sag skory (enit-aging)
leczenie chorab: starzemie skory

Kwas arjatykowy

Kwas madekasowy

Madekasozyd
Madeckasozyd, zwany rowniez azjatykozydem A, jest
pigciocyklicenym glikozydem I:ritm-pcnnw:,'m 0 WED-

rze sumarycznym C _H 0, i masie czasteczhowe]

975,1 g'mol. Waor strulcrur.a.]n}' madrl:amxyl:lu precdstawio-
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Figere. Chemicol formule of modecossoside (a), asisticoside (b, modecossic ockd '), osiatic ooid d)
Rysunek. Wadr chemiczny madekasozydu (a ), azjatykozydu (B], kwasu madekasowega (c), kwa-
su azjatykomego (df

no na rysunku a. Jest swigzkiem dobree rozpussczalnym
w wodzie 1 etanoh (100 mg/mL w 255C),

Spoérod wszystkich saponin triterpenowych madekaso-
zyd wystepuje w Centella asiatica w najwigksze) ilosci,
stanowigeej ok. 8% mas. . Ze wrgledu na dobrg rozpusz-
cralnosc w wodzie prayjmowany doustnie jest zwiazkicm
o duej biodostepnosci® . W badaniach preeprowadzo-
nych przez Hanapi i wspolpr.'™ sprawdzano aktywnosc
ckstraktow = . asiatica preeciwko chorobie Parkinsona
na komaorkach myszy, traktowanych neurotoksyng MPTFE
[]-mcr!.rlu—-i—fmy]u—l 2.3 6-tetrahydropirydyna), ktora
msz-:z:,' neurony dopaminergiczne 1 indukuje tworzenie
sig wolnych rodnikéw (ROS). W badaniu potwierdzono
wihasciwoscl antyoksydacyjne ckstraktow z . asiatica,
ktore zapobicgaty utlenianiu ipidow oraz wykarywaly
dzialanie neuroprotekeyine. Wykazano szezegalnic wysoki
potencjat antyoksydacyjny madekasozydu, ktory chronit
komorki PBEC (primary human bronchial epithelial cell)
praed stresem cksydacyjnym wywolanym nadtlenkiem
wodoru'”. Madekasoryd naleiy do skladnikow wphywa-
jacych na aktywacjg szlaku sygnalizacyjnego biatek Smad
i zwickszenie ekspresji genow odpowiedzialnych za proces
syntezy kolagenu w fibroblastach®. W badaniach in vitro
potwierdzono wigkszg. w pordwnaniu z azjatvkozydem,
skutecznost madekasozydu w stymulowanio syntezy
prulcnlngcnu typu IIL, a tym samym w szybszym goje-
niu sig ran®. W badaniach przeprowadzonych preez Ling
1 wspolpr. ¥ wykazano, #¢ madekasozyd chroni strukture

mitochondriow preed stresem oksyda-
cyjnym indukowanym przez nadtlenck
wodoru oraz ostabia uszkodzenia oksy-
dacyjne w melanocytach poprzez akty-
wowanie procesu autofagii. W rwiazku
7 tym stanowi altematywng metode
leczenia biclactwa. W badaniu prze-
prowadzonym przez Shen i wspotpr.'™
udowodniono, e madekasozyd hamuje
proces zapalny w skiree z tradzikiem
poprzez zmnigjszenic wydziclania
cytokin prozapalnych, [L-1# oraz recep-
tora toll-podobnego (TLR2), uwwalnia-
nych pod wplywem dzialania bakteri
Propionibacterium acnes ze stymulowa-
nych przez nie lodzkich komérek mono-
cytowych lini THPF-1. Ponadio made-
kasoryd poprawial stopien nawilzenia
naskorka zarowno w badaniach in vitra,
jak 1 in vive, a takcre wykazywat dmata-
nic nnt:,'b.alcl.:r].rjn: preeciw P oacnes™.
Jung i wspotpr.' preeprowadzili bada-
mia, w ktorych potwierdzili skutecanose
madekasozydu w hamowaniu syntery
melaniny indukowane] promieniowa-
nicm ultrafioletowym.

Azjatykozyd

Amjatykozyd to pigciocyklicany glikoryd n'itcrp-cnml.'}
o wrzorze sumaryeznym C_H, 0 (rysunck b) i masie cza-
steczkowej 959,1 g/mol. Jest swiazkiem nierozpuszezalnym
w wodzie | etanolu. Rozpuszcza sig w dimetylosulfotlenku
DMSO {100 mg/mL w temp. 25C).

Azjatvkozyd po raz pierwszy zostal wyizolowany
z Centefla asiatica na poczathku lat 50, XX w.. Praypisuje
sig mu przl:dl: wszystkim whasciwosci leczenia trudno
gq]qc:(ch sig ran, co wykazano w testach modelowych in
vifro 1 in viva®.. Plerwsze badania nad rolg azjatykozydu
w leczeniu ran | owrzodzen preeprowadzono w latach 50,
XX w. Udowodniono rownied wplyw azjatyvkozydu na
dojrzewanie kolagenu 1 ograniczrenic powstawania blizn
w preypadku oparzen u szozurow dzigki regulowaniu
ckspres)i biatka szoku cieplnego 47. Jako molekularny
chaperon kolagenu arjatykoryd wia#e sig srozegolnie
na prokolagenie w retikulum endoplazmatycanym oraz
uczestnicxy w powstawaniu, modyfikacji 1 transpor-
cie prokolagenu, ktory jest scisle powigzany = synteza
kolagenu'™. W badaniu preeprowadzonym preez Zhang
1 wspolpr." wykazano na modelu szozurzym, #e arjaty-
kozyd mode przyspieszy< gojenic sig skory w przypadku
owrzodzen cuknyc:rwycl‘n, mdu]:ujr. wytwarzanie thanki
ziarminowe) 1 preyspiesza angiogenerg. Po 14 dniach od
podania azjatykozydu zaohserwowano prawie catkowite
zagojemie usrkodronego naskorka szezurow, a fibrobla-

o o) B,
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sty w komdrkach efektorowych szybko proliferowaly'™.
Fwigrek ten driata ponadio przeciwzapalnie (m.in
w artretyzmie), athspl]tyczm: jako przeciwutleniacz
orar hamuje tworzenie sig wrzodow''. W badaniach pree-
prowadzonych pracz Wan 1 wspotpr.'™ udowodniono, ze
azjatykozyd w eksperymentalnych dawkach, w badaniu
na modelach zwierzgeych hamowat goraczke 1 reakeje
zapalng wywotana lipopolisacharydami (LPS), w tym
wytwarzanie TNF-a i IL-6 w surowicy, aktywnosc mie-
loperoksydazy watrobowe) (MPO), ckspresje biatka
COX-2 w mozgu | wytwarzanie prostaglandyny E (PGE).
Doniesiono take, #e anjatykoryd G wykazuje whasciwosc
preeciwzapalne w komarkach RAW 264.7 stymulowanych
LP5"™. Azjatvkozyd mode tagodzic uszkodzenia neuronaw,
wykazuje driatanie przeciwlehkowe | mode zachowywac
sig jak srodek przcciwdepresyjny™”. Razem z madekaso-
rydem odgrywaja rolg w leczenin urazow niedotleniowo-
-nicdokrwicnnych mozgu oraz sg stosowane w leczeniu
roénych chorob neurodegeneracyjnych, takich jak choroba

Alzheimera'.
Kwas madekasowy

Kowas madekasowy jest aglikonem madekasozydu o wzo-
rze sumarycznym O, H, 0, (rysunck c) oraz masic crastece-
kowej 504,70 g'mol™". Jest zwiazkiem nicrozpuszczalnym
w wodzie, natomiast rozpuszeza sig w DMSO {100 mg/mL)
oraz cagsciowo w etanolu | 16 mg/mL). Wykazuje dziatanic
antyoksydacyjne. lagodegce, regenerujace | preeciwzapal-
ne. Stymuluje synteze kolagenu w skorze®.

Kwas azjatykowy
Kowas azjatykowy, pigcioeykliczny triterpen, jest agli-
konem azjatykozydu, o weorze sumarycznym C, H O,

1 masie czasteczkowe) 488, 70 g/mol* 1. Waor struktural-
ny kwasu azjatykowego przedstawiono na rysunku d. Jest
rwigzkiem trudno rozpuszczalnym w wodzie (5,98 107
mg'L w 25°C). Kwas azjatykowy moze powstawac = a.zja-
tykozydu w wyniku hydrolityczne) degradacji ugrupowan
cukrowych'. Wykaruje deiatanie przeciwutleniajgee,
preeciwzapalne, praeciwnadcisnieniowe, antybakteryjne,
neuroprotekeyjne, kardioprotekeyjne, preciwnowotwo-
rowe 1 regulujgee apoptoze'. W licenych badaniach in
vitro oraz in vive potwierdzono wphyw kwasu azjatyko-
wego na wicle enzymdw, takich jak receptory, czynniki
wrrostu, cxynniki transkrypeyjne i biatka apoptotycz-
ne. Wykazano, #e kwas azjatykowy wspomaga gojenie
ran oraz mode byé stosowany w chorobach, takich jak
rwloknienie watroby, niedokrwicnic mozgu, otgpicnic,
hiperglikemia, zespol jelita wrazliwego, otylose, choro-
ba Parkinsona i Alzheimera' . Miestety, zwiazek ten
w organizmic tatwo ulega metabolizmowi, dlatego jego
biodostgpnosc ustna jest dosc mala'''. Na przestrzeni
ostatnich lat pojawilo sig wiele badan in vitro oraz in

vivo opisujacych farmakologiczny 1 molekulamy mecha-
nizm driatania kwasu azjatykowego. Z punktu widzenia
dysfunkcji zachodzgeych w skirze szczegolne naczenie
ma modulacja enzymow i receptorow metaloproteinazy
macierzy (MMP-2) oraz receptorow koncowych produk-
tow zaawansowane] glikacji (AGE), potwierdzone w bada-
niu fotostarzenia skory = wykorzystaniem indukowanego
promicniowaniem UVA™, indukcja plazminogenu-1
oraz receptora PPAR-y, majacych znaczenie w powsta-
waniu keloidow'™ * 2" hamowanie cyklooksy genazy-2
(COX-2) oraz syntazy tlenku azotu (NOS), indukujgeych
stan zapalny w przebiegu procesn powstawania rany oraz
atopowego zapalenia skary' . Kwas azjatykowy blokuje
indukowana przez UVA aktywacjg MMP-2, genu p53,
wytwarzanie ROS, a tym samym hamuje peroksydacje
lipidoow, chronige skorg preed fotostarzeniem™'. Badania
przcprowadzone przez Tang i wspolpr.™ wykazaly, ze
kwas azjatykowy hamuje odktadanie kolagenu w fibro-
blastach obecnych w keloidach (bliznowcach) popreesz
thumienie ckspresji inhibitora thankowego aktyvwatora pla-
zrrunugl:n.u (PAl-1), aktywujac receptor gamma (PPAR-v).
Alktywacja PPAR-y hamuje sygnalizacje transformujacego
ceynnika wzrostu beta (TGF-f) oraz czynnikow trans-
krypeyinych Smad, dzigki czemu zmnizjsza odkladanie
kolagenu w thance blizmowca 1 wioknienie nablonka
mezenchymalnego™ = W badaniach przeprowadzonych
przez Somboonwong i wspolpr.® na szezurach udowod-
niono, #e ekstrakty zawierajace kwas arjatvkowy 1 inne
triterpeny z Centella asiatica wspomagajg gojenie sig ran,
rownied oparzeniowych, popraez pobudzranie proliferaci
fibroblastdw 1 syntezy kolagenu typu I @ [I[% * 0 @2
Jednak to kwas arjatvkowy 1 azjatykozyd w najwickszym
stopniu wphywaja na zwigkszenie proliferacii fibroblastaw
oraz iloscl hydroksyproliny po zastosowaniu bezposred-
nie na rang™ "2 Ponadto kwas arjatvkowy bezposred-
nio wplywa na mniejszenie rozstepow i blizn skornych,
a takie zapobiega ich powstawanin®. Podawany doustnie
myszom stymulowat proliferacje komorek i preyvwracat
rownowage MMP-1/TIMP-1 regulujgcych szlak sygna-
towy TGF-f/Smad' *** Kwas azjatykowy aktywuje
geny crynnikow werostu oraz geny odpowicdzialne za
proces angiogenezy | precbudowy macierzy zewngtrz-
komorkowej* .

Podsumowanie

Ma praestrzent kilkunastu lat badania nad dziataniem
ckstraktu z Cenrefla asiatica L. skupialy sie glownie
na jego wph'wu: na proces gojenia ran oraz hamowania
tworzenia sig blizn. W licznych badaniach potwicrdzono
rownie# drialanie preeciwzapalne oraz immunomodu-
lujace ckstraktu oraz wyizolowanych z niegoe saponin
triterpenowych.

drovmana: 27-02-2024
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Abstract Cevidelli asinbicn L. extract is a promising natural agent for the treatment of atopic dermatitis.
It significantly reduces inflammation due to ik immunemodulatory propedies, mainly atiributed to
the presence of pcrll:m:yl:l:il: friterpenes, :I'Iﬂl'l.'ll:'}' madecassoside and asiaticoside. Their incorporation
inho sustainahble I].‘ll.d-Pﬂ!-DH.'lEd Inpit:a] formulations, such s emollient-rich emulsons and cosmetic
g\el containing natural h}r\dm]:lhi]ic pul}'merx. should inhibit inflammation in atopic skim. Therefore,
the objective of this study is to investigate the controlled redease of madecassoside and asiaticoside
iscdlated from Centelli asnebiod L, loaded into I:upil:aJ formulations, nmel}r emollient-rich O/ W and
WO emulsions and cosmetic gel, which could support the treatment of atopic dermatitis. The
carriers of active substances have been prepared with sustainable emulsifiers, achve substances,
and emollients obtained by green technologies from food industry wastes. Low-energy methods
during the carrier emulsification process were applied to reduce carbon footprints and preserve the
vahusble properties of the raw materials used. The influence of the Centella asiatica L. extract on the
physicochemnical properties of the fermulations was studied, showing a satisfactory degree of stability
of the formulations obtained. Moreoves, factors that may influence the mechanism and kinetics of the
redease of madecassoside and asiaticoside, such as the concentration of the active substance, the pH
af the dissolution medium, and the I}'Peuf the carmier, have bemn tested and md.-l:l}r discussed .

Kr:.rﬂnrd.l: madecassoside; asiaticoside; Centelln aswbion L.; sustainable t-l:l]:li.ca] formulations; low-
“neTEy emulsification: comtrolled release; kinetic parametbers

1. Introduction

Centella asietica L. is a herbal plant from the Apiaceae family and Asiatica Linn.
Species [1,2]. It is a perennial plant growing around water reservoirs throughout the
majority of tropical and subtropical regions, such as India, Fakistan, Sri Lanka, Mada-
gascar, South Africa, China, Korea, Japan, and Taiwan [3,4]. Centells esiafice L. has been
widely used in Ayurvedic medicine for thousands of years to treat skin diseases, such
as acne, leprosy, lupus, ulcers, eczema, psoriasis, scleroderma, vitiligo, burns, wounds,
and scars [2,5]. Moreover, it has a long history of internal use as a treatment for nervous
system illnesses, such as sleep disorders, depression, and Alzheimer’s disease, due to its
calming effect, improving memaory and concentration [6]. The main bipactive compounds
of Centelle aziatica L. responsible for the therapeutic effects of the plant are pentacvelic
triterpenoids, namely asiaticoside and madecassoside, and their aglycones, such as asiatic
acid and madecassic acid [4,5,7]. The content of the triterpene saponin fraction varies from
1 Wi to 8 wi.%, depending on the plant’s growith location [5]. Madecassoside (asiaticoside
A represents ursane-type triterpene glycoside and is the most abundant triterpenoid of this
plant, with an asiaticoside as a second one. Other substances isolated from the aerial part of
Centella asiatica L. include monoterpenes, sesquiterpenes, tannins, phytosterols, flavonoids,
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essential oils, amino acids, and vitamins, such as vitamin C, vitamin Bl, and vitamin
B2 [4,5]. Pentacyclic triterpenoids offer a wide range of pharmacological properties related
to the anti-inflammatory, immunomodulatory, antioxidant, antiviral, antibacterial, wound
healing, neuroprotective, cardioprotective, hepatoprotective, anxiolytic, antifibrotic, anti-
arthritic, anti-tumor, and anti-depressant activities [5,7]. Over the years, numerous studies
have been conducted on the release of madecassoside and asiaticoside from intravenously
or orally administered carriers, such as nanogels [3], alginate-chitosan nanoparticles [9,10],
solid dispersion [11,12], capsules [13], and phospholipid-based naturosomes [14].

Centella asiatica L. extracts containing asiaticoside and madecassoside, due to the abil-
ity to stimulate collagen synthesis in human fibroblasts and lipolytic, anti-inflammatory,
immunomodulatory, antibacterial, and antioxidant activities, are widely used in derma-
tology and cosmetology for treatment of acne, burns, wounds, psoriasis, vitiligo, and as a
preventive agent against stretch marks and skin aging [4,6,7]. Moreover, Centella asiatica L.
has been used in skin care products for restoration of skin firmness and elasticity, as well as
in body care products to reduce cellulite and stretch marks [5,15]. Due to its numerous ap-
plications in the treatment of skin diseases, the possibility of using a standardized Centella
asiatica L. extract in dealing with atopic dermatitis has also been explored. Characteristic
symptoms of atopic dermatitis are erythematous and papulovesicular eruptions, which
frequently develop into cozing, crusting, and persistent and severe itching, resulting from
dry skin [ 16]. Madecassoside and asiaticoside, present in the standardized ethanolic extract
of Centella asiatica L. or isolated from this plant as pure chemical compounds, act as a
responsive factor to the key inflammatory processes occurring in the skin with atopic
dermatitis. The immunomodulatory and anti-inflammatory properties of Centella asiatica
L. extract and isolated triterpenocids were confirmed using in vitro and in vivo studies
conducted by independent research groups [17-19]. 2, 4-dinitrochlorobenzene (DNCB)-
induced skin inflammation has been tested by Lee et al. by using in vitro and in vivo
mouse models of atopic dermatitis skin [17]. In addition, the effect of the titrated extract
of Centella asiatica L. (TECA) in a phthalic anhydride-induced atopic dermatitis animal
model was studied by Park et al. [18]. Both groups confirmed that Cenfella asiatica L. extract
inhibits hyperkeratosis and infiltration of inflammatory cells in atopic dermatitis lesions.
These studies indicate that extracts of Centella asiation L. or triterpene saponins isolated
from this plant can be considered safe and effective therapeutic agents supporting atopic
dermatitis treatment. Opposite to the glucocorticosteroids or calcineurin inhibitors com-
monly used during atopic dermatitis treatment, they do not show any side effects, such
as skin atrophy or buming and stretch marks [19]. Therefore, studies on the release of
triterpencids from Centeila asiatica L. from a variety of carriers applied to the skin have been
recently conducted [20]. Among them, specific types of nanocarriers have been applied,
namely nanoemulsions [21], solid lipid nanoparticles (SLN) [22], nanostructured lipid
carriers (NLC) [23], polymeric nanoparticles [24], and liposomes [25]. Also, film-forming
polymeric solutions (FFPS) [26,27], bilayer microneedles [28], ultra-fine cellulose acetate
fiber mats [29], and electrospun double-layered nanocomposite membranes [30] were tested
as topical carriers for the Centella asiaticn L. extracts.

Due to the increasing consumers’ demands and obligations of the European Green
Deal implementation, the recent trends in the cosmetic industry strongly move towards
sustainability, which plays an important role in protecting ecosystems and biodiversity
as it brings the possibility of obtaining environmentally friendly raw materials. This may
be achieved by reducing carbon footprint and waste production, optimizing production
processes, using green technologies, and applying ingredients obtained from agro-food
wastes [31]. However, designing and marketing high-quality sustainable, eco-friendly,
and biodegradable formulations stands as a big challenge to the cosmetic industry. There
are several strategies for achieving sustainability in cosmetic products, with one based on
replacing synthetic raw materials with those processed according to the green chemistry
principles or COSMOS-approved natural ingredients [32]. Another strategy is based on
lowering energy consumption during the acquisition of raw materials and production
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of cosmetics. This approach brings the reduction of the amount of greenhouse gases
released, expressed as carbon dioxide equivalent units. As a result, studies regarding the
development of sustainable cosmetic carriers using low-energy processes appear |33 34].
The study conducted by Tamburic et al. confirmed that using hot-cold emulsification, which
is between the cold and hot manufacturing process of emulsions, saved approximately
E2% (for O/W type emulsion) and &6% (for W /0 type emulsion) of thermal energy in
comparison to the hot process [33]. Moreover, Raposo et al. compared costs of the cold
emulsification to the hot process and found that cold-processed O/W emulsions saved
677 im electrical, 36.7% in water, and 17.1% in the total production expenses [34]. The cold-
processed emulsions allow not enly to optimize production costs and minimize the carbon
footprint but also enable the preservation of the valuable properties of natural ingredients,
specifically oils used in the formulation, since oil-based ingredients under high temperature
conditions are particularly susceptible to the oxidation process, resulting in the formation
of free radicals [35,36]. The use of carriers based on oxidized oils can intensify inflammation
on the skin, especially with atopic dermatitis |37]. Low-temperature emulsions processing,
which supports the stability of lipid-based raw materials, becomes even more important
when dealing with lipid-rich cosmetic formulations, so-called "emollient plus™ products.
The treatment of atopic dermatitis can also be supported by the dermal application of
this type of product, as they minimize systemic effects and give good resulls in achieving
remission of disease [38,39].

Conventional carriers such as W/0, O/W emulsions, and gels are the most commaonly
used types of formulations in the cosmetic industry. Therefore, studying the release of
triterpencids from Cerfella asiatica L. with high anti-inflammatory and immunomodula-
tory potential will provide important information on the potential of the most optimal
tvpe of carriers. However, there is very limited research available on the release of anti-
inflammatory triterpenoids, such as madecassoside and asiaticoside, from sustainable,
environmentally friendly, and cold-processed conventional topical formulations, which
can support the treatment of atopic dermatitis. For this reason, we have developed three
types of topical carriers obtained by a cold process with low energy consummption and a
noteworthy reduction in carbon footprint. A variety of emollient-rich carriers, namely
O/W and W /O emulsions, were designed, taking into account the needs of the atopic skin,
as they contaimed 31 wi% and 21 wit.% of emollients for W0 and O/W emulsion types,
respectively. Special emphasis was paid on replacing the conventional raw materials with
their substitutes obtained in accordance with the green chemistry principles or derived
from the agro-food industry waste. The high potential of their bicdegradability and low
toxicity to aqualtic organisms was taken into account, as well. All of the raw materials
used to prepare the formulations were COSMOS-approved and met the requirements of
Ecocert standards. The obtained topical formulations were evaluated towards their suit-
ability for madecassoside and asiaticoside controlled release, with a special emphasis on
the possibility of applying to skin suffering from atopic dermatitis. An important aspect of
our research was also to verify the effect of pH on the release profile of madecassoside and
asiaticoside from the tested carriers, which will have a direct infleence on the therapeutic
effectiveness of the topical formulations used, as one of the elements of pathophysiology
of atopic dermatitis is an imbalance in the pH of the skin acidic mantle, which has been
recognized as a regulating factor of skin barrier permeability and homeostasis of stratum
corneum [40,41]. To the best of our knowledge, there is very little data available on the
parameter optimization (e.g., pH of the medium, concentration of the active substance) and
kinetic study for the controlled release from cold-processed topical formulations serving as
carriers for triterpenoids of Centelln asiatica L. origin with a potentially therapeutic effect in
the atopic skin.
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2. Results and Discussion
2.1. Characteristic of Cold-Processed Emulsions and Gel
2.1.1. Sustainability of the Topical Formulations

During the development and preparation of carriers for saponin triterpenoids derived
from Centella asiatica L., special emphasis was paid on replacing conventional raw materials
with their substitutes obtained in accordance with the green chemistry principles, derived
from the food industry by-products, and characterized by high values of biodegradability
(at least 60% in 28 days, according to OECD methods). Moreover, low toxicity to aquatic
organisms was also taken into account. It was not only to follow the requirements of the
modemn cosmetic market but also to take into account the potential applications of the
obtained products as cosmetics for atopic skin. Emulsions and gel were obtained with
COSMOS-approved raw materials, meeting the requirements of Ecocert standards. There-
fore, the obtained topical formulations can be recognized as sustainable [42]. They contain
vegan ingredients of natural origin that were obtained by physical, biotechnological, or
chemical methods in accordance with the principles of green chemistry. At least 10% of all
raw materials used in each formulation come from upcycling of agro-food by-products. For
example, Tocomix L70-IP Organic CO contains tocopherols with antioxidant properties de-
rived from by-products in the refinery process of soybean oil, whereas polymeric emollient
Citropol H was obtained from side-stream turpentine generated during the paper-making
process. Moreover, E-Leen green C is a vegetal-based preservative that contains 100%
renewable carbon. It shows two-in-one action, namely, it protects formulations against
microbiological contamination, especially from bacteria and yeasts, and it has a beneficial
effect on the skin epidermal barrier thanks to its moisturizing and re-fatting properties.
Besides pentylene glycol, it also contains glyceryl caprylate/caprate, serving as a humectant
and a non-ionic co-emulsifying emollient that is mild to the skin. On the other hand, the
hemp oil used in the manufacturing of Galehemp™ OW is certified as a non-psychoactive
ingredient according to European regulations, as it comes from the European type of hemp,
which is a non-psychoactive plant (THC less than 0.2 wt%). The details regarding the
origin of the raw materials, their production methods, biodegradability, and toxicity to
aquatic organisms are presented in Table 1.

Table 1. Sustainability p sters of raw materials used in formulations (based on Material Safety
Data Sheets and documentation shared by producers of raw materials).

Trade Name of Origin of Food Waste 8 e Toxicity to Aquatic
Raw Material 1 lients Green Technology Origi Bio-Degradability Organisms
Extraction and
®
TRO0 Nah.xnl Wptibic Centele purification of - No data available No data available
Madecassoside asietica L. leaves N o
Centella asiatica L.
Asiaticoside® Cmtr!)i:a:s:ﬁm L. Extraction, drying - No data available No data available
Olive oil fatty acids ;
L > Readily
EWO— collected from olive  Olives from bi iAA%E
Vegetable Olive ol fatty acids oil refineries and industry 69-;;‘?"" 28 da. No data available
Emulsifier purified into olive oil  by-products OO A
ursaponificable ( )
Vegetable: seeds
from rapeseed, Refined, blanched, 4 2
. » 3 —
Softigen” Pura palm) 1 oil or e Aeiimid No data available No data available
seed coconut oil
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Table 1. Cont
Trade Name of Ohrigin of Food Waste , - Toxicity to Aquatic
Raw Material Ingredients Green Technology Origin Bio-Degradability Organisms
. . o Ollives from bindegradable: ;
I"]'l:,l'bum:|I|.|.z|[;|,|-|_'G Vegetable: alives ]ﬁsi:nﬁu:::; fond washe e iErH days Mo data available
e (OECD 3018)
Readily
Veggetable: bindegradable:
& B TR o . BT =
Symovea™ EL safflower seed il Gireen esterification 100°% in 28 days Mo data available
(OECD 3018)
LIPEX® Mechanical Readily Mon-toxic to freshwater
5 ﬁ(f:nega Vegetable oils extraction, refining, - biodegradable algae and low acute
/ deodorizing (OBCD 3018) aquatic toxicity
| e Readil Nor-toxic to fresh
. I Ng- v on-fosdc b weater
LIPEX® Presct™ \;E“ = h}'dn tion, - bind al.g,ae and low scute
m rapesesd filtration, solvent (OECD 3B aquatic toxicity
extraction
Vegetable: fruit .
from cocomut ME,d“mcaJ " .
pscifers. seeds of extraction, salvent Headily Mon-ftosdc b freshwater
hl:.ng;l.-l"‘" e 'ir;'em.:lx exkraction, mﬁrl.in\g, - bind al.g,aeand lewwr acube
s el P deodurizing, {OECD 301F) aquatic texicity
Arecacea. hydrogenation
If.a:]:lren'i.ﬂ
pulpasa
W e Cold- wastte ) Itea.diJ}' .
Necta® cosg N e prre n product of band Mok determined
bercics sceds heactio the juice {OECT) 301F)
production
Pure pelargonic acid:
distillation and Mok classified for
hydrolysis of Headily environmental hazards.
Eenation® Li ‘\l‘eselzbh-: Sr']y&urm Sr']yburm TRAArREITLET Ixind.egradable: Aquatic acute oxicity:
LLKH: s seed odl seed oil; sustainable Bl1.23% in Iﬂda}'s ECSD (10 da}'sb
eshers: (OECD 31B) Desmodesmans
]'I:iBIl—‘hED'IPEI'm subapicafus = 44 mg/L
esberification
Triodein and glyceryl L
dioleate: distillation Short term tosicity to
of alive fruit oil for 1-10s/L
pure fatty acids and 10g/L
. . Shart term toxicity to
Vegetable: trigein i esterilication. aquatic invertebrates:
a.ndsll 1 Cesamide NI |-:I|q_-1|:|[ish] JmmB;L
djrﬂudlm} amidation reaction Olive fruit Readily Le .
o ST From N B ; g, berm bowacity o
CeraFluid Ol ) of vegetal stearic from food bind bic: imverbebrates
Himﬁm- acid on st (OBCD smB) "NOELR (21 days)
Ceramide NI Em’:ﬂ'ﬁ:"; 10 mg /L, LOELE
bi.n-fen'nmlzrili (21 days) 10 mg /L
S Towcicity to agquakic al&ar
F R EI-'I.' and cyanobacteria: EL50
sk = {72 h) ¥6-320 mg/L
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Table 1. Cont.
Trade Name of Origin of " Food Waste 2 $abili Toxicity to Aquatic
Raw Material Ingredients Gens’ logy Origin o - Organisms
Cyclization of Not considered harmful
L-glutamic acd to to aquatic organisms;
C Jone® Vegetable: L-:box ‘:’ﬂ:‘d : Ivl xn%&ﬁ
5 7 carboxylic a : 4 ceTse on
L-glutamic acid (L-PCA); - ?S?CD 301 Dh; environment: ECS0
esterification of Daphnia nagna:
L-PCA to 2.6 mg/L; ECS0(72h)
octyldodecyl ester. algae: 12mg/L.
Tocopherol:
s NEpaEaton X SRENA Not considered harmful
Tocomix L70-1P beans; Heligmthus ; by-product in 'lnhcmntly to aquatic arganssms:
ic CO seed oil: Helianthus annuus the refi Blodepcidatie LCI0E5) fioh:
Onganic AR . {OECD 301F) >10 mg/L; EC50 (72 h)
sunflower seeds  seed oil: pressing of process of al 5 258 L
seeds, refining of soybean oil. gac- 2R mg/
crude oil.
Vegetable:
industrial com Readily Not considered harmful
ZEMEA® converted to Fermentation e biodegradable: to aquatic organisms:
technical starch process 70.5% in 28 LC 50 (96 h) fish:
and next converted (OECD 301B) >972mg/L
to glucose
RonaCare® ! awiw LES0 (45 ) Duphonle
Magnesium Mineral Naturally occurring - methods do not MT; d? mg: '/!L‘ ECSIJ”
Sulphate apply to inorganic ( )
ul : vulgaris: 2.7 mg /L
Pentylene glycol: OECD
2M03—1.C50 (96 h) zebra
fish: >1096 mg/L; EU
Directive 79/831/EWG
Vessetal: I’cntyl.cn? 31?701: Appendix Y—ECSD
Pentylene Glycol: steam distillation of (48 h) Dupfmia magma:
sugar cane ba cagse:  Sugarcane bagasse Readily >500 mg/L;
Clyceryl Capry- g iarll M0 e biodegradable: ¢ QAT
late/Caprate: palm hy dreoryec Pentylene Glyeol: Capry FooCT
g ydrogenation, R short-term toxicity to
kemel oil (seeds of AP 73% within 2
2 : purification; fish and aquatic
the frodt of the of Glyceryl 20 days invertebrates: no toxicity
E-leen GreenC - palm), coconut oil la’l:“C)a - (OECD 301E); st of
: prylate/Caprate ; up to the limit of water
(ol of the from vegetable Glyceryl solubility; toxicity to
coconut palm), it el at Caprylate/ RS IR
rapeseedoil 45 5oC added to Caprate: &26% 0 Erl50
(Brassica mpu?). Pentylene Glycol within 28 days 72h) inal, loading
sunflower oil and sti (OECD 301B) - 49 E
(Helianthus suncd. at rate = mg/l..
ambient NOEFLR (72 h), nominal,
i), temperature. loading rate =
207 mg/L; NOEC
(72 h), measured
concentration =
119 mg/L
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Table 1. Ceurk.
Trade Name of Origin of Food Waste . - Toxicity to Aquatic
Raw Material Ingredients Green Technology Origin Bio-Degradability Organisms
Palyglyeerine-4—
mixture of refined
polyglyeerols of Transesterification of
vegetable origin; Polyglycerme-d and
hemp seed Citminithis satém seed
oil—product il resulting in
extracted by Cannabis sativa seed
mechanical il polyglyceryl-4 Readily
ﬂall:hrmp O pressing from the esters; mixing with --- biﬂ@.dnb]r Mo data available
Fruits of capryvlyl/capryl (DECD 3018)
Cavinabis saffoar L;  glucoside and water
Ca]:lr}r]}llfl:apr}'l l'H'-I.IJI'iL'IE in
Glucoside—mild,  trans-ssters between
non-iomic tetraglyeerol and
surfactant obbained hemp seed oil.
from renewahle
raw maberials.
Raw material St“ud“m“'
from Intensified ﬁ'-'uP"-":l'.:-‘ Inhesently
Citropol H Forest Stewardship continuonns |:r| bioad, Mo data available
Council (FSC) etherification F’:fj" (OECD 3018)
certified pine. makIng
process
Xanthan Gum:
fermentation of
Xamthan Gum: gmﬂ by
bisstechnoksgical e
’_S‘-" cmpestne;
Tapioca Starche: ht:ﬂ:rﬂ S'Inn:hn
naturally derived F ul:taF"‘ ) B
from tapioca; - mhysical Readily Low toxicity e
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When designing and processing sustainable carriers of active substances, both in the
coametic and pharmaceutical industries, low energy consumption is essential for reducing
the carbon footprint in the environment and should become a standard. For this reason, we
have developed three types of sustainable topical carriers for madecassoside and asiatico-
side, namely O/W and W/ emulsions and gel, which were obtained by cold processes.
Cold-processed emulsions are more difficull to stabilize due to the lack of possibility of
using solid wax thickeners in the oil phase. Therefore, other solutions are required to obtain
a stable product. A thorough screening of the raw materials market allowed us to select

196



Molecules 2024, 29, 5583

Sof31

and test modern non-ionic emulsifiers, which enabled us to perform the cold emulsification
process. The non-ionic EWO emulsifier was selected for obtaining W /0O emulsion because
of its natural origin and ability to stabilize such systems. Moreover, it gives a long-lasting
moisturizing effect, and it is characterized by good compatibility with sensitive skin, which
is especially important in cosmetic products dedicated to people suffering from atopic
dermatitis. On the other hand, the non-ionic emulsifier Galehemp OW was applied during
O/W emulsion synthesis. Apart from its emulsifying properties, it provides emollient and
moisturizing properties. As one of the few O/W emulsifiers, it is suitable for preparing
cold-processed emulsions. Cold-processed emulsification with non-ionic emulsifiers did
not require the thermal energy normally used to heat the phases of emulsions and only me-
chanical energy for the dispersion of droplets and their homogenization was necessary. As
a result, energy consumption and economic costs for obtaining emulsion-type carriers for
testing controlled release of madecassoside and asiaticoside were significantly reduced. In
the case of preparing gel-type carriers highly efficient in the cold process, natural polymers,
such as xanthan gum, alginate, and tapioca starch, were used.

By paying special attention to the environmental aspects of designing and formulation
of topical carriers, we were also able to respond to the global trends and the European
Green Deal principles, which assume that the EU economy will become zero-emission
by 2050 [43]. In addition, the implementation of low-energy processing during emulsion
synthesis is cost-efficient because it allows us to reduce the emulsification temperature
by more than 50 “C when compared to the conventional processes commonly used in the
cosmetic and pharmaceutical industries. According to Raposo et al,, cold emulsification
gives a reduction of 67% in electrical, 36.7% in water, and 17.1% in total production expenses
when compared to the hot process [34].

2.12. Organoleptic Assessment and Physicochemical Properties of Topical Formulations

The initial physicochemical parameters, such as pH, viscosity, and density, in the
formulations prepared were measured. The results are given in Table 2.

Table 2. Physicochemical parameters of topical formulati ontaining 10 wt.% of Centella asiaticn
L. extract.
Color, Odor pH Viscosity, cP* Density, g/mL
white to cream, Emulsion O/W
homogeneous bulk, 545+ 001 605.40 = 484 0.999 + 0.001
with odor - - —
chatacteristic toase Emulsion O/W + 10 wt.% of Centella asiatica L. extract
raw materials 530+ 001 39420 = 545 (0.998 + 0.001
white to cream, Emulsion W/0O
hm“smm ’:: bulk, 532+ 0.01 654820 = 13.32 1.000 + 0.002
wi [+ q
liraideriabio o idde Emulsion W /O + 10 wt.% of Centells asiatics 1. extract
raw materials 5.10 £ 0.01 499360 = 1532 1.000 + 0.001
Gel
sam-crampamt
opalescence, and 493 + 001 1230.13 + 7.80 0.999 + 0.001
homogeneous gel, Gel + 10 wt.% of Centells asiatica L. extract
without specific odor
480 + 002 1050.03 + 8.60 0.999 + 0.001

TS5 with 100 rpm for W/ O emulsion and SC3-21 with 100 tpm for O W emulsion and gel

All of the synthesized topical emulsions were homogeneous, characterized by a light
color and a delicate odor, typical of the raw materials used. The gel, on the other hand, was
a homogeneous, semi-transparent, and opalescence product without any odor (Figure S1).
The appearance of the initial formulations did not differ from that of the formulations after
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the introduction of 10 wt.% of Centella asiatica L. extract. Also, the density of all products
was similar and oscillated around the value of 1 g/mL.

As can be seen in Table 2, the pH of the obtained formulations ranges from 5.45 and
5.32 for the O/W and W/O emulsions, respectively, to a value of 4.93 for the gel. These
differences are mainly due to the ingredients used to obtain the products. The introduction
of the extract results in a slight decrease in the pH value of all formulations. The lower pH
of the gel is most likely due to the Instathix® thickener used, which is based on a lactic acid
derivative. As shown, topical formulations of an acidic nature can lower the pH of the skin
without destroying its protective barrier [44]. Additionally, we may assume that the higher
acidity of the gel-based formulation can have a positive effect on the skin affected by atopy,
where pH is usually elevated. This was demonstrated in a recent study by Andrew et al.,
where the use of a formulation with pH = 4.0 helped to maintain the acidic pH of the skin
surface and supported the delivery of physiologic lipids, giving a reduction in sensitivity
to irritants and allergens, which is typical to atopic dermatitis [45]. Nevertheless, the pH of
all formulations obtained is within the range considered to be the optimal pH of the human
skin, i.e., 4.1-58 [46]).

Due to their physicochemical form and the raw materials used, the resulting for-
mulations differed markedly in viscosity, reaching 605.40 ¢P for the O/W emulsion and
6548.20 cP for the W /O emulsion (Table 2). Moreover, these values decreased noticeably
when 10 wt.% of Centella asiaticn L. extract was added to the formulation, yielding 394.20 cP
and 4993.60 cP for the O/W and W /O emulsion, respectively. Such high viscosity values
for W/O emulsions are mainly due to the fact that the formulations rich in oils and lipids
naturally generate higher viscosity products. In addition, most commercially available
viscosity modifiers are soluble in the aqueous phase, and their performance in the W/O
emulsions is limited. Viscosity-modifying agents influence the microscopic structure of the
formulation, like droplet size distribution, which, in turn, impacts the macroscopic behavior
of the product. Many other parameters can also affect the final viscosity of the resulting
products, including the speed of the rotation and temperature during homogenization [47].

2.13. Stability Tests of O/W and W/O Emulsions and Gel with Centella asiatica L. Extract

The accelerated stability testing gives some predictions of long-term product stability
under ambient conditions in shorter time periods. Storage of topical formulations at
conditions exceeding ambient temperature can result in significant changes in their physical
characteristics, namely particle size, rheology, and product structure. These changes
significantly influence the stability of the product and are, among others, due to fluctuations
in the components’ solubility, such as rheology-modifying agents or variations in the size of
particulates and emulsion droplets [48]. Consequently, one of the paramelers determining
the stability of cosmetic emulsions is the uniform dispersion of their internal phase. An
image of the emulsion particles (droplets) size distribution (PSD) can be obtained by the
measurements based on the laser diffraction. The results of such measurements carried out
for emulsions containing 10 wt.% of Centelln asiatica L. extract are shown in Figure 1.

For all O/W emulsion-based samples, a clearly bimodal PSD of the dispersed phase
could be observed (Figure 1a) with a first maximum around 1 um and the second one
ranging from 76.0 pm (1 = 84 days) to 144.5 pum (t = 0). Moreover, no drastic changes in the
PSD can be detected when the emulsion is stored at elevated temperatures. It can be seen
that the smaller droplets of the internal phase were stabilized very well by the emulsifiers
used. More distinct changes can only be noticed in the PSD of larger droplets and for
measurements taken immediately after preparation of emulsion (t = 0) and after 14 days of
its storage at 45 °C, resulting in the peak maximum shift from 1445 um to 91.0 um. After
the emulsion was stabilized by the emulsifiers used, subsequent measurements showed
a stable droplet size distribution of the dispersed phase. The results show that stable
products were obtained in which the formulation components, as well as the emulsification
and homogenization conditions, were properly selected. As Kim et al. have shown, a
suitable selection of these elements is vital for the stability of O/W emulsions, since a
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high shear mixing rate in emulsification may induce Brownian flocculation, which, in turn,
accelerates the coalescence of tiny droplets, leading to a decrease in the long-term stability
of the cosmetic O/W emulsion [49].

45
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Figure 1. Particles (droplets) size distributions of O/W (a) and W/O (b) emulsions containing 10 wt.%
of Centella asiaticn L. extract; the digit at the end of the symbol indicates the number of days the
sample was stored at ddevated temperature (45 °C).

In contrast, a wider particle size distribution (0.1-60.0 um) was obtained for the W/O
emulsion-based product (Figure Ib), with two marked maxima at about 0.6 um and 8.0 pm.
A more pronounced difference can be observed between the freshly obtained emulsion and
the emulsion stored for 14 days at elevated temperature, for which the peak maxima shift
from 0.35 um and 10.0 um (t =0) to 0.50 um and 6.5 pum (t = 14 days). Moreover, for samples
stored for 56 days and 84 days, a minor tendency toward agglomeration of the inner phase
droplets can be assumed, as manifested by the appearance of small peaks at values of about
100 um and 550 um. Such an unfavorable increase in the particle size of the dispersed
phase, which can affect the stability of the product, is caused not only by an increase in the
absolute size of individual droplets (coalescence), but it may also involve the formation
of aggregated structures of the dispersed phase, which consequently increase effective
droplet size. This phenomenon, called flocculation, can be induced by many factors and is
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difficult to predict, although it is very often triggered by large differences in the density of
the emulsion’s two phases [48]. Given this, a slightly higher tendency in W /0 emulsion o
destabilize over time may be anticipated when compared with its O/W counterpart.

Another parameter to assess the stability of the emulsion is zeta potential (ZF), which
determines the repulsive forces of particles in the colloidal systems. Zeta potential amalysis
is performed based on ELS phenomena and measures electrophoretic mobility, which is
the speed of movement of charged particles suspended in a liquid under the influence of
an electric field. Then the electrophoretic mobility is converted into a zeta potential value,
which can be used as a measure of the colloidal system's stability [50]. Suspension samples
with ZF greater than =30 mV may be considered moderately stable, whereas ZF value
close to zero suggest instability resulting from flocculation or coagulation processes. In
general, the higher the zeta potential, the more probable the preservation of dispersion
stability [51]. In the course of our research, the zeta potential was measured for samples of
cosmetic emulsions and gel containing Centella asiafica L. extract immediately after their
preparation and during their storage for 84 days under elevated temperature conditions
{45 “C). Thus, the long-term stability of the obtained sustainable cold-processed topical
formulations containing madecassoside and asiaticoside of Centella asintica L. origin could
be evaluated.

As follows from the data in Figure 2, the emulsion-based samples immediately af-
ter preparation were characterized by satisfactory stability, as reflected by ZF values of
—=335mV and —36.6 mV for W/Orand O/W samples, respectively. Moreover, these values
{expressed as modulus) increased over time and after 84 days reached —43.2 mV and
=594 mV for W/0 and O/W samples, respectively. Higher ZF values indicate stronger
electrostatic interactions, so particles of the dispersed phase of the colloidal system under-
going such interactions will be strongly separated from each other, and this will result in
higher dispersion stability. The highest stability, expressed as ZF value, was obtained for
O/W cold-processed emulsion, which indicates the proper choice of emulsifier. This is
worth roting, as the stabilization of this type of system is challenging without the classic
emulsifiers normally used in the hot-processed emulsions. Thus, it can be concluded
that the synthesized sustainable cold-processed W./O and OV'W emulsions are long-term
stable systems and can be used as carriers for active substances such as madecassoside
and asiaticoside.

5 —— 10 %G
=10 —o—10% WO
-13 ——10% O/W

35 F———.i,___
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Figure 2. Zeta potential values measured in samples of oil-in-water {0/W) and water-in-oil (W /0
emulsions and gel (G) containing 10 wi.% of Cethella asinficn L. extract.
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The gel sample had slightly lower ZF values ranging between —21.3 mV and —28.9 mV
for the initial sample and the sample stored at 45 °C for 84 days, respectively (Figure 2.
However, in the case of gels, such ZF values may also indicate a satisfactory level of
stability. Gels constitute a specific example of colloids, as they are formed when there are so
many particles of the dispersed phase present that they form a spatial network. Additional
stabilization of the dispersed phase particles can be achieved by the chemical crosslinking
reaction occurring in the case of gels formed by polymers. It is the case of the sudied
gel samples, as for the preparation of which natural polvmers of plant origin, namely
xanthan gum, alginate, and tapioca starch, were used. Therefore, gel-based formulations
usually present a lower ZF value, as they are stabilized rather sterically than by electrostatic
repulsions |52]. As such, despite ZI" values that differ from those indicated in the literature
for stable suspensions [51], the tested sustainable gel-based formulation can be used as a
relatively stable carrier for active substances.

As mentioned before, physical changes observed at accelerated testing at elevated
temperatures can be beneficial in establishing the stability of a product. However, quite
often the instability of a product is initially not visible to the human eve, which can
result in a false positive assessment of its long-term stability. In this situation, one of the
solutions is to use the measurement based on static light scattering, where the backward
reflected light results from multiple scattering of the photons on the suspension particles
{droplets). It enables the quantification of light backscattering and transmission values, as
well as the prediction of the long-term stability of suspensions without any manipulation,
dilution, or disruption of samples [53]. Based on the results of light backscattering and
transmission measurements, calculation of the TSI (Turbiscan stability index) parameter
can be performed. TSI summarizes all the fluctuations of backscattering and transmission
values in the sample and enables the evaluation of sedimentation, creaming, or flocculation
occurrence. The changes in the TSI parameter in subsequent measurements indicate
ongoing destabilization of the cosmetic sample. Consequently, the sample is stable when
TSI tends toward zero and unstable when it reaches higher values [5].

Figure 3 shows the results of our tests of the static light scattering for O/W, W/0O
emulsions, and gel samples containing 10 wi.% of Centeila asiatica L. extract and stored for
&4 days at elevated temperature (45 “C). The presented curves indicate some differences
in the stability of the topical formulations obtained. The O/W emulsion-based sample
appears as the most stable system, as the TSI parameter does not change throughout the
accelerated stability test. At the initial stage of the study, the gel-based sample was also
characterized by low TSI values, but after 30 days of storage, its stability deteriorated,
as manifested by an increase in TSI values from 3.8 to 89 and a progressive increase
in the value of this parameter up to TSI = 15.7 after 84 days. This is probably due to
changes in the charge of the thickening agent used, which makes the repulsion forces
in the gel matrix smaller, and therefore, the aggregation of particles may occur. Similar
observations were also made by Zidtkowska et al. in the formulations based on carragesnan
and paolyidiallyldimethy lammoniurm chboride) [55]. Our assumiption can also be confirmed
by the resulls of zeta potential measurements (Figure 2), where a change in the plot after
30 days of the sample’s storage is visible. Nevertheless, a certain degree of stabilization may
still be provided by the dense packing of the gel network stabilized by the organic polymers
present in the thickener used [52]. W /0 emulsion appears to be the least stable system,
as manifested by the steadily increasing value of the TSI parameter, which reaches 27.7
after 84 days of the accelerated stability test. This reduced stability was already indicated
by measuremerits of the particle size distribution (Figure 1b), where additional peaks
appeared in the range of higher values of PSD, indicating the beginning of the flocculation
for samples stored for 56 and 84 days at elevated temperature. The larger the droplet size,
the higher the velocity of creaming or sedimentation processes exhibited by increased TSI
values. All these phenomena are disadvantageous to the emulsion’s long-term stability.
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Figure 3. Stability of ail-in-water (0/W) and water-in-oil (W /0 emulsions and gel (G) containing
10 wt. % of Cembells azinficn L. extract expressed as TSI valuwes vs. time.

2.2 Controlled Release of Madecassoside and Asiabicoside from Sustainable Cold-Processed
Topical Formulations
2.2 1. HPLC Method Validation

To determine the amount of triterpenoids, i.e., madecassoside and asiaticoside, re-
leased from the various topical formulations, the HPLC techmique was applied. The
developed HPLC method was subjected to some validation tests to ensure the reliability
of the analysis. As a first step, peaks from substances that can leach from the various cos-
medic carriers were checked for potential overlapping with peaks from the analyzed active
substances. Chromatograms obtained for formulations containing no active substances
did not show the presence of peaks with retention times similar to that characteristic of
the analyzed iriterpencids. Additionally, good separation of the peaks criginating from
madecassoside and asiaticoside was achieved, reaching 7.3 min and 11.5 min, respectively.
Therefore, a simultanecus determination of both triterpenoids was feasible.

Table 3 shows the linear equations for calibration curves, their R parameters, LOT
and LOCY values, as well as precision and accuracy, which were expressed as a percentage of
recovery. Calibration curves for madecassoside and asiaticoside quantification are shown
in Figure 52

Table 3. Liru:m'i'i:)r parameters, the limit of detection [LI:IJ'], the Limidt of qua.nl:i.hl:irrn E].mh Pl'ﬂ:isi.ﬂﬂ.,.
and accuracy of madecassoside and asiaticoside analysis.

Madecassoside Asiaticoside
Linear equation ¥ = 506813 - x — D065 ¥ = 540976 - x — (L0640
B coefficient T 09985
Test range, mg/mL L0E-0.10 L0E-0.10
LOD, mg/mL LS 00053
LOOQ, mg/mL L0136 00159
Precision, % RS1Y 0E7 1.29
Accuracy/ recovery, % 1M7L =135 111.95 = 0.98

The developed HPLC method for simultanecus analysis of madecassoside and asi-
aticoside showed good linearity, with R? values reaching 0.9%%. LOD and LOQ) were
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cumulative release, %

0.0045 mg / ml and 00136 mg,/mL for madecassoside and (L0053 mg /mL and 0.0159 mg /mL
for asiaticoside, respectively. Moreover, the HFLC method used can be considered precise
and accurate, as ESD was (L87% for madecassoside and 1.29% for asiaticoside analysis,
whereas the accuracy was close to 1007% with the percent recoveries of madecassoside and
asiaticoside as high as 10471 = 1.35 and 111.95 &+ 0.98, respectively.

222 Controlled Release Profiles

The foundation of the dissolution test was set at the end of the 19th century by Noyes
and Whitney and applied to the diffusion-controlled dissclution process. However, up to
this date, several other models of dissolution have been proposed [56]. As such, testing the
release of triterpenoids from Centella asiatica L. can be a valuable source of information on
the selection of the best type of carrier, the concentration of the active substance, and pH
values, at which madecassoside and asiaticoside obtain optimal release profiles. During our
research, a methodology based on spikes with active substance standards was used. The
prepared cosmetic formulations were enriched with 2 wi.%% and 5 wi."% of madecassoside
and asiaticoside and subjected to dissolution tests in two different buffer solutions at
pH=58 and pH = 74. Interestingly, as can be seen from the graphs in Figure 4, the
introduction of larger amounts of active substances does not increase their cumulative
release from the cosmetic matrix. Giuliano et al. also observed a similar correlation in the
release profiles of rutin from Poloxamer 407-based hydrogels, which was not influenced
by the increasing arnount of active ingredient introduced into the cosmetic matrix [57].
Soe et al. indicate in their study that this might be explained in terms of the viscosity and
the particle size of the carrier [53].
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Figare 4. Cont.
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Figure 4. Controlled release profiles of madecassoside (M) and asiaticoside (A} from sustainable
‘h!]:licaJ formulations in different acceprbor fuids; O W, W0, and G abbreviations stand for odl-in-
water or water-in-oil ermulsions and EEL rﬂq:!u:li“elr.

MNevertheless, the influence of the formulation type on the release profile is evident
(Figure 4), indicating the O/W emulsion as the best carrier for the controlled release of
triterpenoids tested. The highest amounts of madecassoside and asiaticoside were released
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from this system (=90% and =40%, respectively) during 1440 min (24 h) of the test run.
The second carrier that allowed the release of significant amounts of active substances was
a gel, from which =80% and =40% of madecassoside and asiaticoside, respectively, were
finally released. The least favorable environment for the release of triterpenoids found in
Centella asiatica L. extract is created by the W/O emulsion. This is most likely due to the
high viscosity of this matrix, as indicated by the data in Table 2. Increased viscosity of the
matrix inhibits migration of the active substance to the boundary layer; hence, diffusion
through the carrier may become the main parameter controlling the release processes.
A similar relationship was observed by Dymek et al. when they studied the release of
astaxanthin from different types of emulsions in topical application [59]. When comparing
the release profiles of active substances from different emulsions, it is clear that the release
of madecassoside, which has good solubility in hydrophilic systems, is favored by the more
hydrophilic nature of the carrier. On the other hand, for W/O emulsions, in which the
outer phase is lipophilic in nature, the difference between released madecassoside and
asiaticoside is the smallest, which is due to the better solubility of asiaticoside in lipophilic
systems, resulting in its easier access to the acceptor medium.

Since the physiology of atopic skin is strongly disturbed by the inflammation processes,
itis commonly characterized by deviations in pH values [40,41]. Thus, when studying the
release of active substances, the effect of the acceptor medium pH on the release profile
should be considered [8].

In our study, the pH values of the acceptor solutions were selected in relation to the pH
values of skin affected by atopic dermatitis (pH =7.4) and healthy skin (pH = 5.8). Based on
the correlations depicted in Figure 4, it can be seen that the influence of the acceptor medium
pH is particularly marked in the case of the release of asiaticoside, making it possible to
obtain higher release values of this substance at pH = 7.4. This may be advantageous in the
care of atopic skin, especially at the beginning of the treatment, when the pH is still elevated
due to the inflammatory processes taking place in the skin. With this course of asiaticoside
release, it will be possible to apply its significant amounts, which will promote the leveling
of inflammation and lowering of skin pH. Furthermore, the topical formulations we have
prepared are characterized by a pH close to 5 (Table 2), which will naturally lower the pH
of atopic skin during the treatment and promote the restoration of the skin’s natural acidic
barrier. As can be seen from the release profiles shown in Figure 4, lowering the pH will
slightly reduce the amount of asiaticoside released but will still promote the release of the
second active ingredient, namely madecassoside. Our study not only gives information
on the degree of released madecassoside and asiaticoside, but at the same time indicates
good stability of these substances in the tested pH ranges. It is in good agreement with the
results obtained by Puttarak et al., who also found that madecassoside and asiaticoside are
rather stable in acidic and neutral pH and decompose under basic conditions with pH as
high as 82 [60]. Thus, it can be considered that the topical formulations containing Centella
asiatica L. extract obtained in the course of our study will enable comprehensive care of
skin affected by atopy and with disturbed pH.

The trends described above were also confirmed by the data in Tables 4-6, which
include the tyy, and Xygmin parameters, indicating, respectively, the time at which the
cumulative release value reached 20% and the release percentage achieved after 480 min of
the dissolution test. It shows that the fastest 20% release of madecassoside was achieved
for the W/O emulsion. In contrast, 480 min (8 h) after application of the formulation to the
skin, the highest release from the O/W formulation can be expected, namely 48.3% and
15.2% for madecassoside and asiaticoside, respectively. The release values we achieved,
especially those after 480 min (8 h), which is the time the formulation is usually kept
on the skin during the day, should be considered satisfactory, given the data available
in the literature. For example, Suksaeree et al. revealed low content of madecassoside
and asiaticoside released from film-forming polymeric solutions (FFPS) using a Franz-
type diffusion cell. The maximum release of madecassoside and asiaticoside after 8 h of
testing was 13.4 and 14.8%, respectively [26]. In vitro experiments performed by Soe et al.

205



Aolecules 7024, 19, 5583

17 of 31

demonstrated that the release of asiaticoside from in situ-created gel formulations through
a semi-permeable membrane in the modified Franz diffusion cell does not exceed 107% after
& I of testing [55]. On the other hand, in vitro release of asiaticoside from nanostructured
lipid carriers containing dried (NLC-D) and glycolic (NLC-G) Centella asiakica L. extracts
showed that after 8 h the release from NLC-IY was approximately 20%, while release
from NLC-G was 2-times higher during the same period of time [23]. In addition, a
study by Suwantong et al. demonstrates that after 8 h of dissolution tests at 37 “C with
electrospun cellulose acetate fiber mats containing asiaticoside, it is possible (o achieve
about 25% of asiaticoside cumulative release [29]. In a study conducted by Chowdahalli
et al., the release of asiaticoside from solid lipid nanoparticles (SLN) incorporated in
hydrogel was investigated by using the dialysis bag method. The release of asiaticoside
in a sustained manner during 8 h was confirmed, and the amount of released substance
was B8% |22]. High values of asiaticoside cumulative release after 8 h (approximately
50% o 6%} were also shown by Wichayapreechar et al. They used the dialysis method
in phosphate buffered saline and applied it to niosomes and hyaluronic acid-modified
niosomes loaded with Centelia asiatica L. extract [61]. Contrary, Suhail et al. performed
in vitro assessment of chitosan-based polymeric pH-responsive nanogels for sustained
delivery of madecassoside, obtaining approximately 60% of cumulative release after 8 h of
testing at pH = 7.4 [3]. Moreover, Lu et al. conducted an in vitro study of madecassoside
release from nanoemulsions and showed that around 65% of madecassoside was rebeased
after 8h |21].

Table 4. Release parameters From 0w support mmﬂins o different kinetic models.

Active pH Value of the taga. Xi&imin, - Kinetic Paramebers
Substance  Release Medium min % KinetieMpdd - X .
First-order kinetics 0.a222 Ky = DUNNE ---
Korsme yer-Peppas 0957 Ky = 05780 0.7081
150 483 i u
Hl.;_gl'rl:hl. 0.95823 Ky = 00248 =
M Hixson-Crowell 05985 Kp =0.0004 .-
First-order kinetics 0ETT7 Ky = DUNNE .-
Korsme yer-Peppas 0.5934 Ky = L6361 D.6650
200 40.0 ! u
Hl.;_gl'rl:hl. 0.9740 Ky =0.023) =
Hixson-Crowell 05978 Kp =0.0003 .-
First-order kinetics 0.5533 Ky = 0.0021 .-
Korsme yer-Peppas 0.9883 Ky = LGl D.EET
210 376 ! =
Hl.;_gl'rl:hl. 0979 Ky =0.0512 =
Hixson-Crowell 05929 Kp =0.0013 .-
ShM
First-order kinetics 0.6221 Ky = 0.0021 .-
Korsme yer-Peppas 09963 Ky = 05148 08135
270 3.2 ! =
HL;_R;I.‘H:hL 09617 Ky =0.0491 -
Hixson-Crowell 059766 Kg =0.0013 -
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Table &. Court

Active PH Value of the Exac. X sminr . . Kinetic Parameters
Substance  Release Medium min % Kinestic Modlel K x .
First-order kinetics 0.5538 Ky = 023 ---
Korsmeyer-Peppas 0.9756 Ky = DaEZ 0.8879
5.8 7a0 152 Y E
Hi.guchi 0.9695 Ky = 00092 ==
Hixson-Crowell 0.9724 Kg =0.0001 ---
A
First-order kinetics 06317 Ky = 021 -
Korsmeyer-Peppas 0.9853 Ky = 01462 07872
T4 s00 190 Y E
Hi.guchi 0.9556 Ky =0.0114 ==
Hixson-Crowell 09554 Kg =0.0001 ---
First-order kinetics 0.5218 Ky = 023 -
Korsmeyer-Peppas 0.96635 Ky = D629 09647
5.8 1440 BR Y x
Hl.gucl'l.l. 0.9672 Ky = 0013 ==
) Hixson-Crowell D.9722 Kp = 0.0001 -
5% A
First-order kinetics 0.5637 Ky = 0iM28 ---
Korsmeyer-Peppas 0.970a Ky = 0MTY 10622
T4 B35 126 Y I
Hl.gul:l'l.l. 0.9183 Kgy = 0.022) ==
Hixson-Crowell 09584 Kg = 0.0003 -

Table 5. Release parameters from W /O support according to different kinetic models.

Active PH Value of the Exges. Nisiimin, . . Kinetic Parameters
. Kinetic Model B
Substance  Release Mediam min % et Aade - m .
First-order kinetics 0.5762 Ky = DUxNe ---
Korsmeyer-Peppas 09327 Ky = dddiz 03405
55 75 .4 ! £
Hi.gul:h.i. 09271 Ky =00115 ==
o Hixson-Crowell 0.7724 Kp = 0.0001 ---
First-order kinetics 0.4365 Ky = D009 ---
Korsmeyer-Peppas 0.5 Ky = 349857 034656
T4 1] M7 ! £
Hi.gul:h.i. 0.B7536 Ky =0.0121 ==
Hixson-Crowell 0.6535 Kp = 0.0001 ---
First-order kinetics 0.6459 Ky = D016 -
Korsmeyer-Peppas 0.9985 Ky = Liskiis 06024
5.8 3o o i £
Hl.gul:l'l.l. 05922 Ky = 00544 ==
M Hixson-Crowell 0.9548 Kp = 00011 -
First-order kinetics 0.6510 K, = D016 -
Korsmeyer-Peppas D.9968 Ky = LE30 03686
T4 350 B3 z £
Hl.gul:l'l.l. 0.9953 Kgy = 0.0303 ==
Hixson-Crowell 0.9559 Kp = 0.0010 -
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Table 5. Cout

Active PH Value of the Exgnes ) TR - . Kinetic Parameters
. Kinetic Model o
Substance  Release Medium  min % inetic Made - " -
First-order kinetics 0.520% Ky =00n2 -
Korsmeyer-Peppas 09484 Ky = 07303 04964
S5.B 1125 144 7 x
Hl.gl.'lch.l. 0. 9661 Ky = 0.0062 -
i Hixson-Crowell 0.EMNT Kp =0.0001 -
e A
First-order kinetics 0.4084 K1 =0.0MN38 -
Korsmeyer-Peppas 0.6 Ky =0.1323 0824,
7.4 480 20.0 i =
HI.!;I.‘H:I'I.I. 0.9656 Ky = 0.0053 -
Hixson-Crowell 0.E204 Kg =0.0001 -
First-order kinetics 05014 Ky =0123 ---
Korsmeyer-Peppas 0.9316 Ky = 0i6d6 D2
5.8 =144 6.2 y
Hl.guch.l. 0.9429 Ky = 0.0050 -
. Hixson-Crowell 0.9762 Kg =0.0001 ---
S A
First-order kinetics 0.4741 Ky = 0621 -
Korsmeyer-Peppas 0.9315 Ky =0.1050 D.BE2)
74 1440 100 i *
Hi.gl.‘u:l'l.i. 0.9 Ky =0.0120 —_
Hixson-Crowell 0.9168 Kp =0.0001 -

Table & Rﬁl.empanmebem frimm. ged [G) support al.-mrd.i:ru_; to different kimetic models.

Active PH Value of the Expeee Xisimin, N . Kinetic Parameters
Substance  Release Medium min % Kinetic Model R = .
First-order kinetics 0.62E4 K, =008 -
Kor § 0.5924 Ky = DL6FRS 0.6l 1
58 150 L Smeyer Peppas e
Higuchi 0.9880) Ky =10.0221 =
g Hixson-Crowell 0.9534 Kp = 0.0003 -
First-order kinetics 0.6H89 Ky =006 =
Korsmeyer-Peppas 0.9823 Ky = 1.2428 0.5
74 200 450 Z =
Higuchi 0.9 Ky =0.0214 =
Hizson-Crowell 0.9845 Kp = 0.0003 -
First-order kinetics 0.6172 K, =018 -
Korsmeyer-Peppas 059974 Ky = 11280 0.7148
5.8 10 3.6 4 e
Higuchi 0.59867 Ky = 10.0500 =
g, Hixson-Crowell 05950 Kp =0.0013 -
First-order kinetics 0.6363 K, =013 -
Korsmeyer-Peppas 09932 Ky =1.2025 0.65HN)
Fd o Fhad 4 £
Higuchi 0.9831 Ky = .MES ==
Hixson-Crowell 0.9873 Kp =0.0013 -
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Table & Coui.
Active pH Value of the Exnc. Xistmine N Kinetic Parameters
Substance  Helease Medium min % Kinetie Moll R* X .
First-order kinetics 0.5861 Ky = 0023 -
Korsmeyer-Feppas 0.9 Ky = 00512 049241
58 730 165 Y £
HI.S‘IJI:"I.I. 0924 Ky = 00059 ==
Hixson-Crowell 0.9919 Kg =0.0004 .-
A
First-order kinetics 0.5873 Ky = 04120 -
Korsmeyer-Feppas 0.9817 Ky = 01107 08410
74 00 Hs Y E
HI.S‘IJI:"I.I. 0.9508 Kgy =0.0116 -
Hixson-Crowell 0.9857 Kg =0.000] -
First-order kinetics 04737 Ky = 0428 -
Korsmeyer-Feppas 0.9165 Ky = 00182 1.13%
58 1440 77 y
HI.E‘L‘H:I'I.I. 0.9 Kgy =0.0114 ---
Hixson-Crowell 0.9548 Kp = (.0001 -
5% oA
First-order kinetics 0.5165 K1 =023 —
Korsmeyer-Feppas 09404 Ky = DLDEYS D943
7 B35 126 Y X
Hi.g‘l.‘rl:l'l.i. 0.94637 Ky =0.0176 -
Hixson-Crowell 09924 Kp =0.0002 .-

2.23. Kinetics of Madecassoside and Asiaticoside Releass

The quantitative interpretation of the resulis obtained during release tests can be
supported with mathernatical equations and kinetic models in which the released amount
of the substance tested is expressed as a function of the test time. Zero and first-order
analysis, as well as Higuchi, Hixson—Crowell, and Korsmeyer-Peppas models, are usually
used as analytical definitions of the Qit) function. To assess the fitting of a model equation
to the experimental data, the regression coefficient B? is commonly used with B values
close to 1, indicating the most suitable model of kinetics [62].

In the course of our study, four different kinetic models were evaluated for their
fit with the experimental results obtained. As can be seen from the data in Table 4 and
Figures 53 and 56, for release studies from samples based on O/W support, the dominant
role plays the Korsmeyer-Peppas model, for which the fit expressed as the R? value is
the highest and ranges between 0.9985 and 0.%665. Moreover, r values of all formulations
following the Korsmeyer-Peppas model are within the ramge of 06650 to 08879, indicating
non-Fickian diffusion [62]. This semiempirical model] relates exponentially the drug release
to the elapsed time, and it is used o evaluate the release of the active substance when
the release mechanism is not well recognized or when more than one type of release
phenomenon can be involved. However, the Hixson—Crowell model also shows a high
degree of fit, which is particularly evident in the release of asiaticoside. According to
this mosdel, the rate of release of active substances is limited by the dissolution rate rather
than the diffusion through the matrix. Since asiaticoside has distinctly better solubility in
non-polar systems, encapsulation in an O/W emulsion gives its higher concentration in the
inner phase of the carrier. Thius, its release requires first entering the external phase of the
emulsion, in which the solubility of asiaticoside is lower. Cnly then will the substance be
able to be released from the topical formulation at the target site. In general, the Hixson—
Crowell model applies to systems where the dissolution occurs parallel to the surface
and the carrier's dimensions diminish proportionally while keeping constant the initial
geometrical form throughout all the release tests. A plot of the cubic root of the unreleased
fraction of active substance vs. time will be linear if the equilibrium conditions are not
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reached and if the geometrical shape of the carrier form diminishes proportionally over
time [63]. It can be assumed that an O/ W emulsion, the outer phase of which is composed
of hydrophilic substances, can partially degrade during dissclution tests. Hence the better
fit of the Hixson—Crowell model in the case of asiaticoside release, especially when it
was infroduced into the carrier at a higher concentration (Table 4). These results are in
good agreement with the report of Matos et al., where the release of active compounds
from Acanthus mollis L. leaf extract embedded in oil-in-water topical formulation was
investigated |&4].

Evaluating the results of the controlled release of madecassoside and asiaticoside from
W /O emulsion as support (Table 5), it can be concluded that each of the active substances
follows a different kinetic model. Madecassoside release pattern gives a good fit with
the Korsmever-Peppas model (Figure 54), especially when a higher concentration of this
substance is introduced (Figure 57). Values of the n parameter reach (.6024 and indicate
aromalows transport of madecassoside, which is released according to the non-Fickian
diffusion [62]. Moreover, due to the localization of madecassoside in the deeper parts of
the carrier, the effect of the concentration of the active ingredient on the release kinetics is
clearly visible. Due to its better solubility in water, madecassoside is encapsulated mostly
in droplets of the dispersed phase. Therefore, ils amount penefrating into the external
phase of the carrier at lower concentrations makes that even for the best kinetic model
(Korsmeyer-Peppas), the B? correlation parameter reaches only 0.9527 and 09005 for tests
conducted at an acceptor medium with pH = 5.8 and pH = 74, respectively. Nevertheless,
as the loading of the carrier with the active substance increases to 5 wit% of madecassoside,
the fitting parameter R excepds 09974 (Table 5). Also, values of the n parameter increase
and may indicate the anomalous diffusion, which is controlled by more than one process.
O the contrary, for asiaticoside release from W,/0 emulsion, a good fit with the Higuchi
model can be observed, which proves that the release process is controlled by the diffusion
of active substances through the carrier. Based on a pseudo-steady-state approach, a direct
proportionality between the cumulative amount of the substance released and the square
rosob of time can be plotted (Figures 53 and 56). [65]. Taking into account the good solubility
of asiaticoside in the non-polar systems, the outer phase of the emulsion acts as a reservoir
with prolonged release toward the acceptor fluid and reaches a pseundo-infinite dose release
model. This observation is in good correlation with previously obtained results for active
substances released from emulsion-based systems [59,66,67].

In the case of the gel-based carrier, kinetic parameters follow a pattern similar o that
observed for samples based on the O/W emulsion. For madecassoside release studies, the
Korsmeyer—Peppas model plays the dominant role, as the fit expressed as the R? value is
the highest and ranges between 09974 and 0.9823. Also, n values are within the range of
0.5670 to 0.7148, indicating non-Fickian diffusion (Table &). However, the Hixson—Crowell
mode] can alse be considered, as it specifically addresses the fact that the surface of a
carrier often changes with time. This can be likely observed in a hydrogel-based carrier
supported by natural polymers. The use of this type of carrier in an aqueous acceplor
miediurm that easily penetrates and erodes the polymeric matrix makes it easy to release the
substance in the case of water-soluble madecassoside. Moreover, it can be assumed that the
release from the carrier to the acceptor medium is fast, and the whole process is controlled
mainly by diffusion through the matrix [&4]. On the contrary, in the case of asiaticoside,
whaose solubility in aqueous media is lower, the penetration of the acceptor medium deep
into the matrix and its swelling begin to play a key role, as the diffusion through the
malrix becomes the main parameter controlling the release of the active substance [63].
Therefore, the Hixson—Crowell is the best model describing the release of asiaticoside from
the gel-based topical formulation (Figures 55 and 58).

2.3. Stability of Madecessoside and Asaticoside in W/O Emulsion, O/W Emuldsion and Gel

Accelerated stability testing enables not only the estimation of the shelf life of the
cosmetic products but also the evaluation of active substances thermal stability. Results
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of HPLC-based determination of madecassoside and asiaticoside content remaining in
the different formulations kept at the elevated temperature are depicted in Figure 5. It
shows moderate variations of madecassoside and asiaticoside amounts for the conditions
studied (2 months, 45 °C). The concentrations of madecassoside and asiaticoside remained
almost constant over time, proving that the carriers applied were effective in protecting the

active substance.
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Figure 5. Results of quantitative d ination of ! ide (a) and asiaticoside (b) of Centella
asitica L. origin, introduced to the inable topical formulations.

Our findings are similar to the result of the previous work of Gomes et al., who in-
vestigated the stability of Centella asiatica L. extract entrapped in the polymeric colloidal
nanocarriers. They found that madecassoside concentration did not change significantly
during 60 days of storage in the evaluated temperature (40 °C) [69]. These results are
important also in the context of studies indicating low thermal stability of the tested ac-
tive substances, for which higher concentrations are obtained in the case of extractions
of Centella asiatica L. conducted at lower temperatures [70]. On the other hand, Monton
et al, who tested stability of madecassoside and asiaticoside in film-forming polymeric
dispersions, observed high fluctuations of madecassoside and asiaticoside content in the
formulations stored at 40 “C [71]. Similar observations were made by Puttarak et al. during
stability investigations of the standardized centelloids-enriched Cenfella asiatica L. extract.
They found that the amount of madecassoside and asiaticoside was decreased by approxi-
mately 20% within twelve weeks of storage under light-protected conditions. Additionally,
increased storage temperature substantially accelerated the degradation process [60].

3. Materials and Methods
3.1. Chemicals
3.1.1. Active Substances Present in Emulsions and Gel

A highly refined triterpenoid saponin from Centella asiatica L., namely madecassoside
(trade name: TEGO® Natural Madecassoside) and asiaticoside (trade name: Asiaticoside™),
were obtained from Evonik Operations GmbH, Essen, Germany, and Givaudan Interna-
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tional SA, Kempittal, Switzerland, respectively. Centella asiatica 1. extract with a trade
name CICA EX (INCL Butylene Glycol, Aqua, Centella asiatica L. Extract, Madecassoside,
Asiaticoside) used in the determination of madecassoside and asiaticoside stability in W/O
and O/W emulsions and gel was produced by RADIANT, Chuncheon, Republic of Korea,
and obtained from DKSH, Warsaw, Poland.

3.12. Raw Materials Used to Obtain Qil-in-Water (O/W) Emulsion

The non-ionic emulsifier Galehemp OW (INCI: Polyglyceryl 4 Hemp Seedate, Caprylyl
Capryl Glucoside, Aqua) was produced by Gale & Cosm S.xl. (Bollate, Italy) and supplied
by Aston Chemicals Ltd. (Aylesbury, UK). Instathix® (INCI: Xanthan Gum, Sodium Stearoyl
Lactylate, Tapioca Starch, Algin) was produced by Alchemy (Ascot, Berkshire, England) and
supplied by IMPAG Chemicals Poland Sp. z 0. 0. (Warsaw, Poland). HyaCare® Tremella
(INCI: Tremella Fuciformis Sporocarp Extract) was produced by Evonik Operations GmbH
and supplied by PPU Adara Sp. z 0. 0. (Warsaw, Poland). Natural origin emollients:
Phytosqualan® (INCI: Squalane) and Synovea® EL (INCL: Ethyl Linoleate, Ethyl Palmitate,
Ethyl Oleate, and Ethyl Linolenate) were produced by Biesterfeld Spezialchemie GmbH
(KdIn-Rodenkirchen, Germany) and supplied by Biesterfeld Chemia Specjalna Sp. zo. o.
(Warsaw, Poland). LIPEX® PreAct™ (INCIL: Canola Qil) and Akogel™ (INCI: Hydrogenated
Vegetable Oil) were supplied by Nordmann, Rassmann GmbH (Hamburg, Germany). Rasp-
berry Necta® (INCE: Rubus Idaeus Seed Oil) and CeraFluid® (INCI: Triolein, Glyceryl
Dioleate, Ceramide NP) were supplied by Amita Health Care, Warszawa, Poland. Citropol
H (INCI: Polycitronellol) and E-Leen Green C (INCI: Pentylene Glycol, Glyceryl Capry-
late/Caprate) were supplied by Safic-Alcan, Warszawa, Poland. Tocomix L70-IP Organic
CO (INCIL: Tocopherol, Helianthus Annuus Seed Oil) and ZEMEA® Propanediol (INCI:
Propanediol) were supplied by IMCD Group (Rotterdam, The Netherlands). Ceramidone®
(INCI: Octyldodecyl PCA) was produced by Solabia Group (Ille-de-France, France) and
supplied by Aston Chemicals Ltd. All reagents were of analytical purity and were used
without any pretreatment. The aqueous phase was prepared using distilled water.

3.13. Raw Materials Used to Obtain Water-in-Qil (W /0O) Emulsion

The non-ionic emulsifier, EWO Vegetable Emulsifier (INCI: Glyceryl Oleate,
Polyglyceryl-3-Polyricinoleate, Olea Europea Oil Unsaponifiables), was produced by
EfpBiotek (Figueira da Foz, Portugal) and supplied by IMPAG Chemicals Poland Sp.
z 0. 0. Natural origin emollients: Softigen®Pura (INCE Caprylic/Capric Triglyceride, Hy-
drogenated Rapeseed Oil), Phytosqualan® (INCI: Squalane), and Synovea® EL (INCI: Ethyl
Linoleate, Ethyl Palmitate, Ethyl Oleate, and Ethyl Linolenate) were supplied by Biester-
feld Spezialchemie GmbH. Natural oils: LIPEX® Omega 3/6™ (INCL: Olus Oil, Camelina
Sativa Seed Oil), LIPEX” PreAct™ (INCI: Canola Oil) and Akogel™ (INCI: Hydrogenated
Vegetable Oil) were produced by AAK Sweden AB (Malmo, Sweden) and supplied by
Nordmann, Rassmann GmbH. Natural oil Raspberry Necta” (INCI: Rubus Idaeus Seed
Qil), emollient Emotion® Light (INCEL: Tripelargonin), and a mix of ceramide and triolein—
CeraFluid® (INCI: Triolein, Glyceryl Dioleate, and Ceramide NF) were supplied by Amita
Health Care Poland. Ceramidone™ (INCI: Octyldodecyl PCA) was produced by Solabia
Group and supplied by Aston Chemicals Ltd. Tocomix L70-IP Organic CO (INCI: Toco-
pherol, Helianthus Annuus Seed Oil) and ZEMEA® Propanediol (INCI: Propanediol) were
supplied by IMCD Group. RonaCare® Magnesium Sulphate (INCI: Magnesium Sulfate)
was produced and supplied by Merck (Rahway, NJ, USA) and supplied by Barentz Sp. z o.
o. (Warsaw, Poland). E-Leen Green C (INCI: Pentylene Glycol, Glyceryl Caprylate/Caprate)
was supplied by Safic-Alcan Poland. All reagents were of analytical purity and were used
without any pretreatment. The aqueous phase was prepared using distilled water.

3.1.4. Raw Materials Used to Obtain Gel (G)

Instathix® thickener (INCI: Xanthan Gum, Sodium Stearoyl Lactylate, Tapioca Starch,
Algin) was produced by Alchemy and obtained from IMPAG Chemicals Poland Sp. z
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0. 0. ZEMEA® Propanediol (INCE: Propanediol) was supplied by IMCD Group. E-Leen
Green C (INCIL: Pentylene Glycol, Glyceryl Caprylate/Caprate) was supplied by Safic-Alcan
Poland. All reagents were of analytical purity and were used without any pretreatment.
The aqueous phase was prepared using distilled water.

3.15. Chemicals Used in the Controlled Release Tests and HPLC Analysis

Ethanol 99.8% was supplied by POCh, Gliwice, Poland. Analytical standards of made-
cassoside (98.0%) and asiaticoside (98.0°%) were supplied by Biopurify Phytochemicals Ltd.,
Chengdu, China. HPLC-grade trifluoroacetic acid and acetonitrile were supplied by Honey-
well Chemicals (Charlotte, NC, USA) and Merck KGaA (Darmstadt, Germany), respectively.
Buffer solutions with pH 5.80 and pH 7.40 were obtained from Honeywell Chemicals.

3.2. Preparation of Cold-Processed Emulsions and Gel

O/W emulsion was prepared at room temperature (25 “C) by addition of the oil phase
containing emulsifier to the water phase containing a specified amount (2 wt.% or 5 wt.%)
of madecassoside and asiaticoside. The process was performed under continuous stirring
with a Hei-Torque 100 Value stirrer (Heidolph Scientific Products GmbH, Schwabach,
Germany), followed by homogenization with an IKA Ultra Turrax T 18 Digital (IKA Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Germany). The synthesis resulted in samples labeled as
2% A + M—W/O and 5% A + M—W/O, respectively.

W /O emulsion was prepared at room temperature (25 °C) by stepwise addition of
the water phase containing a specified amount (2 wt.% or 5 wt.%) of madecassoside and
asiaticoside to the oil phase containing the emulsifier under continuous stirring using
a Hei-Torque 100 Value stirrer. The resulting mixture was homogenized using an IKA
Ultra Turrax T 18 Digital homogenizer. The synthesis resulted in samples labeled as
2% A + M—O/W and 5% A + M—O/W, respectively.

Cosmetic gel was prepared at 25 “C by the addition of thickener to the water phase
containing preservative and 2 wt.% or 5 wL.% of madecassoside and asiaticoside. The
resulting mixture was kept under continuous stirring with a Hei-Torque 100 Value stirrer
until a homogeneous gel was obtained. The synthesis resulted in samples labeled as
2% A + M—G and 5% A + M—G, respectively.

3.3. Physicochemical Properties and Stability Test of Cold-Processed Cosmetic Enulsions and Gel

The initial physicochemical properties, namely pH value, viscosity, and density of
the emulsions and gel with 10 wt.% of Centella asiatica L. extract, were investigated. The
pH values were assessed with a Fisherbrand™ Accumet AB 150 pH-meter (Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA). Viscosity was evaluated using a DV2T viscometer (AMETEK
Brookfield, Middleboro, MA, USA) equipped with a small sample adapter. The spindle
no. SC4-29 (for W/O emulsion) and the spindle no. SC4-21 (for O/W emulsion and gel)
were used. Density was measured using a P-1 metal pycnometer (Pol-Zaf s.c., Wroclaw,
Poland). All the measurements were done in triplicate, and the averaged values with SD
(n = 3) were reported. Additionally, parameters such as color, smell, and appearance of the
cosmetic formulations were also evaluated organoleptically.

Stability of the cosmetic formulations was investigated by a variety of techniques,
such as laser diffraction (LD), electrophoretic light scattering (ELS), and static multiple
light scattering (SMLS). All of the tests were conducted directly after the preparation of the
samples as well as after their incubation for 2-3 months at 45 °C, regarding both pure cos-
metic carriers and their counterparts containing active substances, namely madecassoside
and asiaticoside.

The particle size distributions of the emulsions were analyzed by means of LD tech-
nique using Mastersizer 2000 apparatus (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, UK) with a
wet dispersion unit. For each sample, the measurements were repeated five times. Before
the analysis, the refractive index of each sample was determined by using the Refracto™
30GS portable refractometer (Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland).
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Zeta potential was quantified using a Zetasizer Nano-ZS analyzer (Malvem Panalytical
Ltd., UK), which operates under the ELS technique. Prior to the measurement, 0.05 g of
emulsion or gel was suspended in 5 g of distilled water by using an ultrasonic bath, and
the resulting mixture was further diluted (60 uL of emulsions or 120 uL of gel in 15 mL of
H;0) to avoid multiple scattering effects. The samples were then placed in the suitable PS
cuvettes and subjected to ELS measurements at 25 “C using the Smoluchowski model. The
resulting values (n = 10) were then averaged, and the standard deviation was calculated.

The Turbiscan"** Expert device (Formulaction, Toulouse, France) was used to eval-
uate the backscattering (ABS) and transmission (AT) profiles of emulsions and gel-based
formulations as a function of incubation time at elevated temperature (45 “C). The samples
tested were placed directly into calibrated borosilicated cylindrical glass vials with stoppers
and scanned from bottom to top for a total of 5 min, with one scan at every 30 s (1 = 10).
The obtained data were processed by a Turby Soft 2.0 software and reported as Turbiscan
Stability Index (TSI) vs. time. TSI is a statistical parameter that can be used to estimate the
stability of samples. It is expressed by the following Equation (1):

byer Toax
TS = 5 3§ IBST(t2) — BST(t0,2) 1)

Iyl e T

where: N = [(Zmax — Zyin) / Ali}—the number of height positions in the selected zone of
the scan; t,,,—the measurement point corresponding to the time t at which the TSI is
calculated; 2., and zmo—the lower and upper selected height limits, respectively; BST—
the considered signal (BS if T < 0.2%, T otherwise) [72].

3.4. Stability Test of Madecassoside and Asiaticoside in O/W and W/O Enulsion and Gel

The stability test of madecassoside and asiaticoside in W/O and O/W emulsions and
gel involved the incorporation of Centella asiatica L. extract containing the active substances
into the samples of both types of emulsions and gel. 10 wt.% of Centella asiatica L. extract
has been added to the water phase of O/W and W/O emulsions and gel during their
preparation, as it has been described in Section 2.2. The formulations obtained were
used for the determination of madecassoside and asiaticoside content by HPLC method
(see Section 3.6) immediately after preparing the carriers and after 1 and 2 months of
storing the samples in the elevated temperature (45 °C). Samples for the stability test of
madecassoside and asiaticoside in the cosmetic supporls were prepared by the extraction
method using 1.0 g of O/W, W/O emulsions, or gel containing Centella asiatica L. extract
and 10 mL of ethanol. Each sample was shaken manually for 10 min and then treated in the
ultrasonic bath for 15 min. The resulting solution was filtered several times through a PTFE
syringe filter with a pore size of (.22 um. Then 1.5 mL of clear solution was transferred to a
glass vial for HPLC analysis.

3.5. Controlled Release of Madecassoside and Asiaticoside

The in vitro release study of madecassoside and asiaticoside from the W/O and O/W
emulsion and gel as carriers was conducted with a Varian Vankel 7010 apparatus (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). The formulations, prepared as described in Section 2.2,
contained 2 wt.% of madecassoside and 2 wt.% of asiaticoside, or 5 wt.% of madecassoside
and 5 wt.% of asiaticoside. The experiments were performed using flow-through cells
and a membrane made of regenerated cellulose (Cuprophan®, Medicell International
Ltd., London, UK). The membrane was soaked for 10 min in a respective buffer solution
(pH = 5.8 or pH = 7.4) before use. Approximately 1 g of the tested formulation was placed
in the diffusion cell and fitted with a cellulose membrane, followed by placing the diffusion
cell in the acceptor chambers filled with 100 mL of the acceptor medium. Phosphate and
borate buffers with pH values of 58 and 74, respectively, stirred at 100 rpm, were used
as acceptor fluids with temperature maintained at 37 °C = 0.5 °C. The release tests were
carried out for 24 h with 1 mL sample of acceptor medium taken every 15 min (during
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the first 2 h) and every 60 min (during the next 6 h). The last sample was taken after
24 h. After each sampling, the acceptor medium was immediately supplemented with
1 mL of the fresh buffer solution. The sampled acceptor medium was filtered through a
syringe PTFE filter with a pore diameter of 022 pm and transferred to a glass vial for HPLC
analysis. The concentrations of madecassoside and asiaticoside were determined according
to the procedure described in Section 3.6, and the release profiles were constructed. Each
formulation was duplicated in order to check the reproducibility of the release test, and the
obtained results were averaged.

To determine the release mechanism of madecassoside and asiaticoside from the
synthesized topical formulations, selected kinetic models were investigated by applying
Equations (2)-(5):

3 SO, Q& _ K
Firstorder kinetics log — = ——t
or og O, 2)
Higuchi model g-' =KVt (3)
0
Korsmeyer-Peppasmodel !og%'; = n-logt + logKx (4)
4
Hixson-Crowell model (1 — % =1-Kgt (5)
0

Q,—amount of the active substance released from the carrier, mg/mL
Qp—initial amount of the active substance on the carrier, mg,/mL
t—duration of the release process, min

Ky, Ky, K, Kg—coefficients specific to the particular kinetic model.

3.6. Determination of Madecassoside and Asiaticoside by HPLC Analysis
3.6.1. Chromatographic Conditions

Qualitative and quantitative determination of the madecassoside and asiaticoside
was performed using a Varian 920-LC high-performance liquid chromatograph (Agilent
Technologies, USA) equipped with an automatic sample changer and UV-VIS detector
working at the wavelength of 205 nm. A (.1 wt.% solution of trifluoroacetic acid (TFA) in
water and acetonitrile in the volumetric ratio of 72:28 was used as a mobile phase, with
an isocratic flow of 1.0 mL/min. The amount of 20 uL of each sample was injected into
the TSK gel C18 column (250 x 4.6 mm, with 5 um width of the film). Each of the samples
tested was subjected to three injections, and the arithmetic mean was calculated from the
results obtained. The concentrations of madecassoside and asiaticoside in the samples were
estimated from the calibration standard curve.

3.6.2. Preparation of Standard Solutions

A stock solution of madecassoside and asiaticoside at a concentration of 0.1 mg/mL
was prepared in a 50-mL volumetric flask by using ethanol as a solvent. Madecassoside
and asiaticoside standard solutions of 0.08, 0.07, 0.06, 0.05, 0.04, and 0.03 mg/mL were
then prepared from the stock solution by successive dilutions in the 10 mL volumetric
flask. The standard solutions were filtered through a 0.45 um pore-size PTFE syringe
filter and analyzed by the HPLC instrument in triplicate for each injection (n = 3). The
calibration curves of madecassoside and asiaticoside with R? coefficients equal to 0.999
were prepared by plotting the peak area against the concentration of madecassoside and
asiaticoside standards.
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3.63. Method Validation

The blank sample was analyzed by an HFLC instrument {n = 6). LOD and LOC) were
calculated according to Equations (6) and (7}, using a standard deviation of the peak area
of the blank sample (Bstp) and the slope of the calibration curve (5).

LOD = (3.3 x Bern)/S (6

LOQ = {10 * Bern) /5 )

Precision was calculated using the relative standard deviation from HPLC analysis
{n = 3} of standard solutions with concentrations of 0L050, 0.070, and 0.090 mg/mL. It was
reported as the percent relative standard deviation (% RS0 of the analysis. The recovery
method was used to calculate accuracy by spiking Centefla asiafica L. extract with madecas-
soside and asiaticoside standards at concentrations of 0,050, 0,070, and 0.090 mg/mL. The
samples obtained were then analyzed (r = 3} by the HPLC instrument, and the percent of

recovery was reported.

4. Summary

During our study, sustainable cold-processed topical formulations supporting the
treatment of atopic dermatitis were oblained. Different types of carriers were designed,
taking into account the needs of atopic skin. The W /0 emulsion contained the largest
amount of emollients (31%); the O/W emulsion contained 21% of emollients, whereas the
gel did not contain emollients. All carriers were oblained with carefully selected sustainable
raw materials and by using low-energy processes that eliminate heating of the components.
Stability tests showed that the formulations obtained had good stability, especially the
O/W system, which showed no major changes in the particle size of the dispersed phase
even after 84 days of storage at elevated temperatures. For emulsions obtained by the cold
process, obtaining good stability is difficult due to the limited number of emulsifiers oper-
ating at ambient temperatures. Nevertheless, low lemperature supports the stability of the
active substances introduced, as our accelerated stability tests showed that madecassoside
and asiaticoside introduced into cold-processed formulations were characterized by good
stability even during storage at elevated temperatures. In addition, factors influencing
release prodiles from different carriers, such as active substance concentration and pH of
the acceptor medium, have been tested, considering the physiology of atopic skin and
its needs. The pH values of acceplor media were selected in relation to the pH values
observed in the healthy skin (pH = 5.8) as well as the skin with atopic dermatitis (pH = 7.4).
The results showed that the pH value of the acceptor medium did not play a significant
role during the release study of madecassoside. In contrast, it becomes apparent in the
case of asiaticoside release. However, such complementarity can be a major advantage for
products designed for atopic skin, in which pH is disturbed. Moreover, regardless of the
type of carriet, increasing the comcentration of active ingredients from 2 wi." o 5 wiL% did
not affect the cumulative release of madecassoside and asiaticoside. The largest amounits of
madecassoside were released from carriers with a large amount of hydrophilic phase, as
the amount of lipid-based emollients present in the formulation regulates the viscosity of
the carrier and consequently influences the release profiles. The varied physicochemical
properties of the carriers and the active substances caused that the release profiles followed
different mechanisms, indicating that more than one type of release phenomenon can be
involved. Our study shows that the kinetics and release profiles of triterpenoids from
Centella psinfica L. may provide important information on the most optimal type of carrier,
the pH of the medium, and the concentration of the active substance. Furthermore, they
indicate that the synthesized formulations can be successfully wsed as carriers of triter-
penoids present in Centeiln asintica L. extract. Furthermore, it is important to point out that
obtaining madecassoside and asiaticoside carriers in a low-temperature process undoubit-
edly promotes the durability of both the active substances and the lipid-based substances
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(emollients) used, of which a significant amount is advisable for products intended for
atopic skin.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/ article /10.33%)/ molecules29235583/51, Figure S1: Photographs of the
prepared topical formulations containing 10 wt.% of Cenfells asiatics L. extract, Figure 52: Calibration
curves for HPLC analysis of madecassoside (A) and asiaticoside (B), Figure S3: Graphic representation
of kinetic models applied to the release profiles from 2% M + A—O/W sample, Figure S4: Graphic
representation of kinetic models applied to the release profiles from 2% M + A—W/O sample,
Figure 55: Graphic representation of kinetic models applied to the release profiles from 2% M + A—G
sample, Figure S6: Graphic representation of kinetic models applied to the release profiles from
5% M + A—O/W sample, Figure 57: Graphic representation of kinetic models applied to the release
profiles from 5% M + A—W/O sample, Figure S8: Graphic representation of kinetic models applied
to the release profiles from 5% M + A—G sample.
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Effect of cosmetics containing extract and bioferment of Centella Asiatica
on selected epidermal barrier parameters in patients with atopic dermatitis

Mﬂ-ﬂnmmmwﬁsqmlu&gsﬂm-

DOI: 10.15199/4.2024.3.5

The epidermai bawier is the body’s Srst defence agawst pathegens, alergens, toeins,
and ether enviraamental padutants. Ms dysfunction is the mitiaf stage in e deve-
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Wstep

Atopowe zapalenie skiry (AZS) to chorcba zapaina o przewle
kiym | newrotowym przeblegu, ktéra rozpoczyna sie zazwyczal we
wczesnym dziecinstwie | moze utrzymywac sig lub powstawac de
novo w wieku dorostym. Charakterystycznymi objawami AZS s3
zmiany skorne, takie jak rumien, grudki, przeczosy, nadzerki | pe:
cherzyki, ktore nierzadko przechodzg w s3czaee sie zmiany pokryte
strupami. Chorobie towarzyszy uporczywy i silry Swigd wynikajgcy
z nadméernej suchoscl skary, prowokujgcy do cigglego drapania,
8 w konsekwencyl prowadzgcy do lichenzacy | pogrubienia naskar-
ka. Patogeneza AZS jest zfozona | cbejmuje czynnda genetyczne,
zaburzenia ukdadu immunologicznego, meprawidtowosci w skfadzie
mikrobiomu skiry oraz dysfunkcie banery naskdrkowe; [1-3]. Ponad-
to wystepuje stan zapalny zwigzany z brakeem réwnowagl pomiedzy
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limfocytami Th1 | Th2. W fazie ostrej zapalenia przewazalg limfocyty
Th2, natormiast w fazie przewlekie) dominuig limfocyty Thi (4],

Sucha | fuszczgea s skdra w przetuegu AZS charakteryzue sie
zmniejszong miekkosclg | gladkoscia, cbnizonym poziomem lipidow
w warstwie ragowej oraz zwikszong szorstkosclg. Dochodzi takze
do podwyzszenia wartoscl transepidermalne) utraty wody (TEWL)
oraz pH skory. Wszystkie te zmiany wynikajg z uszkodzen bariery
naskorkowey, kidre) zedaniem jest ogramiczanie pasywne| utraty
wody, a takze occhrona przed przenikanem alergencw, patogenow
| substancii Srodowiskowych. Utrzymanee integralnoscl warstwy
rogowej naskorka jest kluczowe dla prawidiowego funkcjonowania
bariery naskirkowej

W zdrowej skdrze procesy takie jak wytwarzanie naturainego
czynnika nawilzajgoego (NMF) dzeki przeksztadcaniu biatka fila-
gryny, produkcja lipiddw cementu miedzykomdrkowego do ktdrych
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nakery cenamdy, chol esterol | wolne kwasy uazczowe, pravidhowa
aktywnosE enzymdw, m.in protessy serynowe] oraz ich inhibmordw,
wydzielanie peptyddw entybakteryjnych, checnosd komenseinych
baktani, a takze prawidhowa cdpowiedZ immunologicang na alergeny
pokamowe | Srodowiskowe weplerajs funkcje banery naskdowe).
W przypadiku AZS wystepuje szereg zaburzed w funkcjonowanio
naskdrka, kitre obejmujg m.in. mutacje w gerie | obnizene pozio-
mu filegryny, zaburzenia w skladzie | #odci lpiddw oraz peptyddw
antyhaktanyjnych, wzrnst aktywnosci proteazy senyniowes) przy jedno-
czesnym zmnigjazeniu dzistenia je) inhibiordw oraz mutacie w ge-
nie kodugcym bizlko o nazwie kaudyna, co skutkuje zeburzeniem
gcishych pobgezen pomisdzy keratynocytami warstwy ziamiste)
naskdrka [4-5].

Filagryna cdgrywa istotng rale w integralnodc banery naskarko-
wej, amutaca w genie tego biatka jest ummnewena za gidwny czyrnik
predysponujgcy do rozwoju AZS. Rozpad filsgryny na aminckwa-
gy bub jgj komwersje do kwasu uokanowego odgrywa istotng role
w utrzymeniu kwasowodol shory. 2 kolel przeksziedcenie filagryny
w kwas pimalidynokarboksylowy wspiers odpowiedni paziom nawil-
zenia. Meprawidhowa ilodé filagrymy lub catlowity jei brak w naskdiku
preyozynisg sie do zwieksrenia wartodc TEWL omaz pH skdry.

Pomiar TEWL, bedgcy prostym i niirmwazyjmym testam, umoz-
liwia ocene stenu bariery naskdrkowe). U osdh z AZS amiany
w skiadzie lpidowym neskdrka, zmnigjazona ilosE ceramiddw oraz
ostabione potgczenia misdzykomdrkowe prowedzg do powsta-
wenia mikrouszkodzen w warstwie rogowe] naskdrka, oo skuthku-
& zwiskszeniem TEWL [4-5] W zwigzku z tym bardzo istotna jest
odpowiednia pielegnecie skiry atopowe] za pomocy preparatin
zawierspgcych emalienty uzupetniajgce lipidy cermentu misdzyko-
midrkowego w naskdrky oraz substancie skbywne zmnigjszejgce
stan zapalmy w skirze.

Me przestrzend kat liczne badenia udowodnily =zeroki zakres
wiadciwass farmakol ogiczrych wakraty azjstycha) (Centela ssiatice
L.y zwiszarych z dzisdeniemn przeciwutleniajgoym, preeciwzapsingm,
immunomodulugeym, preeciwhakteryjrym, preywracaggcym rdeno-
wage mikrobioty jelitows), neunoprotekeygnym, kandioprotekeyjnym,
hepatoprotekoyjnym, prreciwlglowymn, proeciwertretycanym, proe-
CIWnCWotWORDwWy T i preeciwdepresyjrvm [£]. Obecriz, na potrzeby
praemiysti kosmetyczneqo kiscie wakraty azjatyckis] sg prastwarza-
new procesach ekstrekei | iofermentacy w cebe uzyskania surow-
cow Zawierajgcych licznie wystepujgoe w rashinie skkadniki czynne,
z kdnych najwiskszg grupe stanowig seponiny triterpenows, tekie
jak medekasozyd | ezjatykoryd [7]. Proces fermentacji z uryciem
mikroorganizméw, ghiwndés bakteni z rodzaju Lactobacilius, dodat-
koo dostarcze produktdw metebalizmu tychize bakiedi, takich jak
lewvas miekowy | inne kwasy, aminclowasy, proteiny, ceramidy, oraz
antyoksydanty. W sunwcy otrzy manym metodg fermentacy mate-
righy roslinnego obecne 53 rdwniez lizety bekterii biorgoych wdziat
w procesie, kidre wykazujg dzistanie postbiotyczne [8). Majnowsze
badania sugeruig, e MieScowe preperaty zawierajgoe lizaty bakteni
zogtaty skuiecmie zastosowane u pacjentdw z atopowyn zepelks-
niem skéry, poniewa modulug funkcje banery neskdrkows] oraz
odpowied? immunclogicang, zapobiegajgc rozwojowi | nawroiom
chomatyy [4].

Biorac pod uwage liczne badania ned whasciwosciami weknoty
azjatyckie], moZna zatazyd, 28 patgczenie saponin triterpenowych
i posthictyledw pochodrgoych z ekstraki | fermentacy lisci Cemntels
acighcs L. wraz z emolientami, ktdre mogg adbuwdowad baners na-
skirkows | Zmnigjszye stan zapelny, zapewni kompleksows piele-
gnecje skdny twarzy | ciata dotknigie] atopowym zepaleniem shiny.
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Metodyka badari:

[Formulacje balsamu do ciata | kremu do rgk zostaly oprecowene
jako emulsje typu woda w aleju (WD), Prabki kontrolne (A) przygo-
fowano wedtug nastepujgcych krokdw: sktadnidd fazy wodnej, takie
jakwoda, Mazssocare Propanediol Nat MB, RonaCere® Magnesium
Sulphate | E-Leen Green C, zostaly odwazone | podgezone za pomocg
mieszedta mechanicanego. Faza olejowe betsamu do cista skisdeta
sig z EWO-Vegetable Emulsifier, Softigen® Pura, Phytoagualan®,
Synorvesd EL LIPEXE Omega 3/6™, LIPEXE Pratct™, Akogel™, Rasp-
besry Mecta®, Emotion® Light, CeraFluid®, Ceramidone® i Tocomix
L7040F Organic CO. Matomiest faza olgows kremu do gk zawie-
rata EW0-vegetable Emulsifier, Softigen® Pura, Phytosqualznd,
Synovea® EL, LIPEXE Omega 3/8™, LIPEX® PreAct™, Respberry
Mecta®, Ceramidoned, Tocomi: L70-IF Organic C0, Apricot Kermnel
il REDW oraz Citropol H. SMdedniki fazy olejowe| zostaty odwarone,
wWymieszane przy uEyciu mieszadta mechaniczrego HekTorque 100,
a nestepnie zhomogenizowane z& pomocy homogenizatona KA
Ultra Tumrax T 18 Digital. Mastepnie fazy wodna i clejowa zostaly
pokgczone w temperaturze pokojowej (25 “C) poprzez siopnicwe
dodewane fazy wodng| do fezy olejowe | jednoczesne mieszanie
I3 pomocy mieszedia mechanicznego Hai-Torgue 100 Mieszanie
trwalo 15 minut, po czym przeprowadzong homogenizecje zs pomao-
cg homogenizators KA Ulre Turres T 18 Digital. Po kiku minutach
uzyskeno gests, kepky emulsg. Probli eksperymenalne [B) proygo-
towano wedhuag te) samej procedury, 2 tg rdznica, 2e do fazy wodngj
dodano eksirekt i baoferment z Candells asizhcs L.

Farmulacja kremu do twarzy zostate oprecowana jako emulaja
typu olej w wodzie (O/W). Prabka kontrolna (4) zostata preygotowa-
naw nestepuigcy sposdb: faze wodna, skiadajgoe ez wody, Mas-
socere Propanediol Mat ME, Instatho® | HyeCere® Tremella, zostets
odwezone | wymieszane ze pomocy mieszadta mechanicznego
Hei-Torgue 100. Faze olejowa zawiersde: Galehamp OW, Phytosqu-
alan®, Synoves® EL, LIPEXE Preact™, Akogel™, Raspberry Necta®,
CeraFlud®, Cerarmdone®, Tooomix LI0-IP Onganic G0 Citropol H-
Sklzdniki fazy olegjowe] zostaly odwazone, wymieszane prey uzyciu
mieszadie mechenicznego Het Torque 100 | zhomogenizowane za
pomocg homogenizatora (KA Ultra Turrax T 18 Digital. Mestepnie
fazra olejowa byie stopniowo dodawana da fazy wodne] w tarmperatu-
rze pokojowe (25 *C) przy ciaghym mieszaniu 2a pomocy mieszadia
mechenicznego Hei-Torgue 100. Proces mieszania trwat 5 minut,
po czym przeprowsdzono homogenizacie 28 pomocy homogeni-
zatora (KA Ulre Turax T 18 Digitel. Mastepnie do emulsji dodano
E-Leen Gresn C, 8 mieazanie | homogenizacia zogtaky powtdrzons,
a2 uzyskano gestg i stebilng emulsje. Probki eksperymentaine (B)
proygotowano wedhag te) samej procedury, 2 t3 rdamicy, 2e do fazy
wodnej dodano ekstrakt i bioferment z Centella asiaftica L

‘Warto nadmienié, 2e zgodnie 2 normng 150 16128, kazdy surowiec
uyty w recepturze kosmetyky ma wskainik naturainego pochodze-
nia {MIOH) rdwry 1, co wakazuje, Ze kazdy z przygotowanych produk:
1w, & mianowicie balsam do cisda, krem do rgk | krem do twarzy,
zawiera 100 % skkadnikdw pochodzenia naturalnega.

Badania i vive zostaty preeprowadzone ne gropie 20 ochotni-
locvee we wigkou od 21 do 54 |&t, kidrg stenowilt 1 mezczyzna (5%) i 19
kobiet [95%) z wradliwg shidrg, dotkniets atopowym zepaleniem sk
ry. Ochatnikiw podzielono ne dwie grupy: tzn. grups bedang, kidra
ofrzymata produkty zawierajgce substancie aktywne pochodzgce
z Centells aoiatica L oraz grupe kontrolng stosujgeg produkty bez
substanc]i aktywnych. Grupa badana obejmowseta 10 kobiet, podczas
gdy grupa kontrolne skkadets sie z 9 kobiet | 1 mezczyzny. Pomiary
instrumentaine przeprowedzons ne wybrenym obezarze shijny ciala,
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dioni | twarzy przed rozpoczeciem aplkacji (stan wyjéciowy) oraz
po 2 1 4 tygodniach stosowania produktdw. Testy instrumentalne
przeprowadzono w standardowych warunkach srodowiskowych
temperatury (20-25 *C) 1 wilgotnosci wzgledne (40-60 %), przy uzy-
ciu profesjonainego sprzety pomiarowego femy Courage+Khazaka
electronic GmbH (Niemcy). Przeznaskorkowg utrate wody mierzono
za pomoca urzgdzenia Tewameter TM HEX ocensajgcego gradent
gestosci parowania wody ze skory, ktéry jest proporcjonainy do
wartosci TEWL

Analiza statystyczna: wszystkie pomiary wykonano trzykrot-
nie, a wyniki przedstawiono jako $rednig i odchylenie standardowe
(2 SD). Do analizy statystycznej wykorzystano IBM SPSS Statistics
28. Wartose p < 0,05 uznano za statystycznie istotng. Wybrano
test Shapiro-Wilka, aby sprawdz, czy dane podiegajg rozkiadowi
normainemu, a test Levene’a wykorzystano de oceny jednorodno-
So1 wariancji. Aby zbadaé réznice w danych lloéciowych miedzy
grupa kentrolng a eksperymentalng, wybeano parametryczny test
t-Studenta. Aby pordwnad stan parametrdw skéry po 14 dniach
1 30 dniach z wartosciami wyjscowymi cddzelnie w grupie bada.
ne| | kantrolnej, wybrano zardwno parametrycany test ANOVA |ak
| test Wikcoxona.

Wyniki badari i dyskusja:

Ocena organoleptyczna wskazata, 2e wszystke preparaty byly
|ednoradne 1 miaty delikatny zapach, ktéry byl charakterystycazny
dla wzytych surowcdw, gidwme emobentdw. Pordwnujge parametry
fizykochemiczne, 1akie jak pH, gestosé | lepkost dle préby badane
| kontrolnej (wykres 1), wykazano nieznaczne raznice w wartosciach

a)

pH
e 33 s 345 s 540 520
Aam
0
)
Bdsarn do e Kram da twarey Keare dorg
®rtha boooy @GS Badiod
b) ;
Lepkosc [Cp)
o 6548 Bee1
o EEE 5041
4000
2000 o yey
o D e
Faliam o caly Lrem do twarzy Erewn do ryk
® Pt bontrony  ® Frosa hadang
¢ Gestos€ [g/om?)
1% 1008 LO0Y 100 1200
1000 )
o099 )
0958
°.9’r .
o9
Balsam do civta Xrem @0 teany Kram do gk
wRha kontiona  m Proe badina

Wylaes 1. Podstawowe p etry fizykochemiczne preparatow k
tycznych preygotowanych w ramach badan (a) pH, (b) lephosc, () gestose.
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pH i nieco bardzie) wyrazne w przypadku lepkodci, na co mogta wply-
nac obecnost w recepturze ekstraktu oraz biofermentu z wakroty.

Analiza TEWL stanow: kiuczows, neimwazyyng metods pomiano-
w3 in vivo, kiora pozwale na oo2ne utraty wody przez warstwe rogo-
wg naskdérka, co jest istotne w kontekscie funkcji bariery ochronney
skary. Zmiany w skiadzie ipadowym naskdrka, obnizony poziom
ceramiddw oraz dysfunkcya potgczen Sciskych, kidre odpowiadajg
2a spéjnost komorkowa, prowadzg do mirouszkodzen naskarks
u pacjentow z AZS [7]. Uszkodzena te skutkug wzrostem wartosci
TEWL [10]

Na wykresse 2a zilustrowano zmiany wartosci TEWL w grupie
badane) | kantroing) po 2 i 4 tygodniach stosowansa testowanych
produktéw. Przeprowadzono réwniez pordwnania roznic w warto-
Saiach TEWL migdzy pamiarami poczgtkowymi a wynikamipo2i4
tygodniach w obu grupach (wykres 2b). Wartoéd ujemne wskazujg
na obnizenie paziomu TEWL

Wykres 2a ukazuje, ze drednia wartosé TEWL zmnigjszyta sie
w obu grupach po 2 | 4 tygodniach stosowania testowanych pro-
duktow kosmetycanych. W grupte kontrolnej uzywajgce) balsamu
do ciata odnotowano 11 % redukee TEWL po 2 tygodniach (2 13,25
do 11,78 g/m*/h) oraz 12 % redukcse po 4 tygodniach (2 13,25 do
11,65 g/m?/h). Analiza statystyczna me wykazada jadnak istotnych
réznic medzy kokejnymi pomiarami (p = 0,202). W grupie badanej,
po 2 tygodniach stosowana balsamu, wartosté TEWL zmniejszyia
sk 016 % (z 13,76 do 11,59 g/m?/h), z wynikiem bliskam istotnosci
statystyczne| (p » 0,059). Po 4 tygodmach redukcja wyniosta 19 %
(z 1376 do 11,13 g/mé/h) i byta statystycznie istotna (p » 0,002).
Poréwnania meedzy grupg badang 1 kontrolng nie wykazaly istot-
nych réznic, pomimo, iz spadek wartoscl TEWL w grupie badanej
byt bardzej wyrazny zaréwno po 2 tygodniach (p » 0.680), jgkipo 4
tygodnach stoeowana produktdw (p = 0,267)

Po 2 tygodniach stosowania kremu do twarzy w grupie badane)
zaobserwowano istotng redukcje TEWL 0 16 % (2 21.22do 17,83 g/
mé/h p = 0,014), natomiast po 4 tygodniach redukcja TEWL wynioste
19 % (z 21,22 do 17,11 géméfh; p < 0,001). W grupie kontrolnej za-
obserwowano istotng 4 % redukcje TEWL (2 1826 do 1568 g/mé/h;
p = 0.025) po 2 tygodniach stosowania kremu do twarzy, natomiast
po 4 tygodnach zaobserwowano 25 % redukcje TEWL (z 18,26 do
13,66 g/h/my; p < 0,001). Pordwnuige réznice migdzy grupg ba-
dang | kontrolng, nie byly ane statystycznie istotne zardwno po 2
tygodnach (p » 0,448), jak | po 4 tygadniach (p « 0,761) stosowania
kremu do twarzy.

W przypadku stosowania kremu do rgk, w grupie badang
TEWL obnizyt sie 0 16 % po 2 tygodniach (z 2402 do 2008 g/m?/k
p = 0044) oraz 0 24 % po 4 tygedniech (z 24,02 do 1827 g/mé/k
p < 0010). W grupie kontrolngj 2mniggszenie TEWL wyniosio 11 %
po 2 tygodniach (z 2530 do 2247 g/m*/h; p = 0025) i 19 % po 4
tynodnisch (z 25,30 do 20,58 g/m?/h p < 0,010). Réznice migdzy gru-
pami byly jednak statystyczree nieistotne, zardwno po 2 tygadniach
(p = 0,390), jak i po 4 tygodniach (p » 0,400} stosowania kremu do gk

Na podstawie uzyskanych wynikéw zauwazono, ze tylko w przy-
padku balsamu do ciata w grupe kontroing) ni2 odnotowsano istot-
nych statystycznie zmian w redukeji TEWL po 2 1 4 tygedniach
stosowania produktu. Wnioskuge s, 28 zardwno probki badane,
zaweraggoe ekstrakt i bioferment z Centells asiatica L, jak | probka
kontrolng, ktore mie zawseraly tych aktywnych skbadnkdw, mogg sku-
teczree cbnizac pozom TEWL u asdb z AZS poprzez poprawe funkcgl
banery naskorkowe) Pomimo, iz w gruple badane zaobserwowano
wigkszg redukcje TEWL w poréwnaniu do wartosci poczgtkowe),
réznice miedzy grupg badang a kontroing me osiggnety stotnosc
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Badane i kontrolrs, (a) warogei TEWL (frednia ¢ S0) prred rasiosowaniem
preparaldw oraz po 2 tygodniach i 4 tygodnizch stosowanis balsamu do
ciala, kremu do twarzy i kremu da rgk; (b) rdénice w warlogcach TEWL: po
2 tygodniach siosowania preparaldw wigledem wartasci wyjSciowe] oraz
po 4 tygodniach stosowania preparatéw wogledem warlogcl wyjSciowej.

Grupa

statystyezne) (Wykres 2b). Duze odchylenia standardowe zauwa-
zalne w uzyskiwanych wynikach maozna thumaczyd znaceng zmien-
nodcig osobniczg uczestnikiw badania oraz stosunkowo niewicks
liczebnodcig grup badang] | kontrolne|. U osdb 2 tegodng postacig
AZS stwiendzono nizsze poczathowe wartogci TEWL w pordwnaniv
do osth z umiarkowarym AZS, oo jest zwigzane z mnigEzym na-
sileniem stanu zapeinego skdry. Podobne obsenwecje poczyniono
w badaniu Polariskis) i wspblsutordw [11), pdzie réwnie: analizowa-
nix TEWL u pacierdw z AZS. Odkryto istotne statystyconie rdznice
w dredrich wartosciach TEWL miedzy grupemi pacentdw z riEmim
nasileniems zepalenia skdny, ckraslanym pray uzyciu wskainika W-
A5 Wyniki wakazujg, ze pacjenci z bardziej nasilonym stanem
zapelym charskteryzujg sie wyzszymi wartodciami TEWL [11).

Jurakic et &l poczynili podobne obsersacs w badaniach ponde-
nujecych wartodcl TEWL oraz pH skiry u pecjenttw 2 AZS | os6b
zdrowych. Stwierdzono, Ze zerdwno skira zmieniona choroboso,
jak i niezrmieniona u pecjentdw 2 AZS cheraklenyzue sie wyZszymi
warosciami TEWL ipH [12].

188
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Przeprowadzone badanée wykezsto, 2e probki badane zewie-
rajgce substancie aktywne nie byly anaczaco lepsze od prabek
kontrolmygch w zaknesie redukcji TEWL. Wynika to z faktu, e za-
rdwno prijbki badane, jak | kontrolne zawiersly podobne emolienty
w niemal identyczrych proporcjech. Dowiedziono, 22 emolienty
stenowig podatevawe skkadniki formulacy kosmetycanych, kidre
wapomegajy odbudowe bariery naskdrkowej | zapobiegajg na-
wrotom AZS [13,14).

Emolienty zewarte w produkiach przygotowanych w remach
nirsejszych baded, w tym lipidy fizplogiczne, tekie jak ceramidy | trdj-
glicenydy, wykazaty szezegdinie korzyatry wobew na odbudowe ba-
riery raskdrkowe] W pordwnanio do emaliensdw na bazie parafiny,
ktdre powszechnie stosuje siew leczeniu AZS, lipidy fizjologiczne nie
tworzg werstwy okluzyjng na powserzchni warstwy rog o). Dzigki
ich zgodnosci z lipidemi obecrymi w warstwie rogowe], 55 srybko
wchianiane przez komdrki warstwy kolczyste] | ziamiste) naskdrke
[15]. W badaniu preeprowadzonym przez Danby | wspdipracownildw
pordwnizna krem na bazie emalientdw 2ewiersggoy Ipidy fizjologiez-
ne, tekie jak cerarmdy, trojglicenydy | cholesterol, z kremem na bazie
parafiny. Wykazano, 22 emolient na bazie lipiddw fizjickogicznych jest
skuteczniejszy w odbudowis integralnosa bariery skirmej niz krem
parafinowy. Pobwierdzono io pORrzer Znaczecy POpraws perame-
trows skdry, takich jak TEWL, newilzenie, wrazliwost ne siarczen sodu
i zeCzErwienienie skiry [16]. Dodatkowo, bedanie preprowadzone
przez Anggraeni &1 &l. pordwnalo skutecanosd kremu zewiersigoego
ekstrakt z Centela ssiatics L. orez kremu T ceramidami w reduk-
cji TEWL u indonezyjskich pracowndodw batiku, ktdrzy cierpigi na
suchosc shiry. Mie zachserwowena istolnych riznic miedzy tyrmi
dwoma krememi [17]. Potwierdza to, 2e nejistotnisjsze dziatanie
w przypadku obnizena warlodci TEWL majg emolienty na bazie
lipiddw fimiologicznych, natomiast zewertosd w produkce skstrakiu
i biofarmentu z wakroty azjatyckis| nie bedzie wptywala w istotny
statystycznie sposth na TEWL

Podsumowanie:

Utrzymanie integradnoscl warstwy rogowe] naskonka jest kluczo-
we dla prawidiowego funkcjionowenia bariery naskdrkowe), kidre)
zadariem jest oQraniczanie pesywne| utraty wody, a tekze ochro-
na przed przenikaniem alergends | patogendw Srodowiskosych
W przypadku AZS wystepupe srereg zaburzed w funkcjonowanio
neskirke, ktdre skiutkuje uszkodzeniem Scistych polacren pomisdzy
keretynocyltami warstwy Ziarnistej naskdrka oraz pomiedzy kome-
ocytami werstwy rogowej. Distego odpowiednia pelegnecis skiny
atopowe] pPowinna opierac i na preparatach bogatych wemolisnty
uzupetniajgce lipidy cermentu miedzykomdrkowago w naskdrku oraz
w substancie aktywne redukujsce stan zapalng w skirze.

W ramach praeprowadzonych badan preypotowano sene pro-
duktdw knsmetycmmych, tzn balsam do ciata, krem do rgk i krem
dio twarzy, kidre w 100 % bazujs ne skladnikach pochodzenia na-
tureinego. Testy eplikacyjne z ich udziakem poapwelajg zauwaiyd,
Ze zardwno produkty 2Ewierajgoe bioferment | ekstrakt z Cantells
asigfica L, jaki probki kontrolne, kidre nie zawseraby tych skdadnikde
aktywnych, moge skutecznie obnizad pomom TEWL. Emalienty za-
warte w badanych produktech, w tym lipidy fiziologicans, talkie jak
ceramady i tréjglicerydy, wykazujg szezegdinie korzystry wphos ne
odbudowe barkery naskdrkowel o ma kluczowe Znaczenie w terapil
skary dotknistej AZS.
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Abstract

Background: Atopic dermatitis (AD) is one of the most commaon allergic and inflammatory skin diseases
with a complex aetiology. However, there is no data available in the literature on the use of emollients
combined with the extract and bioferment of Centello asiatica L. in topical formulations obtained in the
cold emulsification process from natural, plant-derived, and upcycled raw materials, supporting the AD
treatment.

Objective: The objective was to develop a collection of sustainable, cold-processed emollient plus topical
formulations with an in viva-proven influence on the key symptoms of AD, restoring the proper functions
of the epidermal barrier, thus supporting the treatment of AD in adults.

Methads: Three types of emulsion-based products were prepared, both as control and experimental
samples. 20 volunteers aged between 21 and 54 years with sensitive skin affected by AD according to
the major diagnostic criteria of Hanifin & Rajka, were recruited. A randomized, single-blind, placebao-
controlled study was performed with volunteers randomly divided into the experimental group (n = 10)
using formulations based only on lipids and the control group (n = 10} using products containing
additionally extract (5 wt.%) and bioferment (7 wt.%) of Centella asiatica L.. Skin hydration, roughness,
smoothness, and desquamation index were determined instrumentally after 2 and 4 weeks of products
application.

Results: Measurements of the epidermis hydration, roughness, and smoothness showed
statistically significant differences (p < 0.05) between the experimental and control groups after
2 or 4 weeks of products application. Skin desquamation decreased significantly compared to
the baseline in both the experimental and control groups after 4 weeks of using formulations

tested (p < 0.001).
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Conclusion: Emallient-rich, cold-processed, and sustainable topical formulations based on physiological
lipids and containing the extract and bioferment of Centello asiotico L. are a promising strategy to

support the treatment of AD by rebuilding the epidermal barrier and preventing the disease's relapse.

Key Points:

® Lack of data from in vivo studies on emollients combined with Centello asiatica L
extract/bioferment supporting the treatment of AD.

= Necezzsity of a sustainable approach in topical formulations dedicated to AD-affected skin.

* In vivo proven ability of sustainable emollient plus topical formulations to rebuild the epidermal
barrier and influence the key symptoms of AD.

+ Emollient plus formulations with physiological lipids combined with Centelio asiotico L. extract
and bioferment as a promising strategy to support the treatment of AD.
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Main text:

Intreduction

Atopic dermatitis (AD) is a common inflammatory skin disease with a relapsing course** and
characteristic symptoms like lesions, such as erythematous and papulovesicular eruptions, which
frequently develop into oozing and crusting with persistent, and severe itching resulting from skin
dryness’4, The complex pathogenesis of AD includes genetic factors, immune system dysregulation,
skin, gut microbiome abnormalities, and dysfunction of the epidermal barrier>”, Scaly, xerotic, and dry
skin is characterized by reduced softness, smoothness, and lipid content in the stratum comeum, with
increased roughness, transepidermal water lass (TEWL), and dysfunctional pH and microbiome of the
skin surface®,

One of the basic goal of AD therapy is to restore the proper functions of the epidermal barrier® 10,
Therefore, it is crucial to develop skincare products, that contain emollients and natural bicactive
substances with the potential to reduce inflammation. This type of products, that besides physiological
lipids, such as ceramides and polyunsaturated fatty acids, also contain active substances, such as
saponins, flavonoids with an anti-inflammatory effect derived from cytokine inhibition, are called
emollients plus formulations™. Numerous studies have shown that regular usage of emallient plus
products can restore skin barrier function, decrease cytokine production, and reduce mast cell
hypertrophy, degranulation, and epidermal hyperplasia. Moreover, emallient-rich therapy can delay
the onset of disease and decreasze the topical corticosteroid demand in the treatment of patients with
moderate to severe AD. Emollient plus regimen can also significantly reduce pruritus and erythema
while increasing hydration of the skin in adults suffering from AD225,

The main active ingredients responsible for the multidirectional action of Centella asiatica L. are
ursane-type pentacyclic triterpenoids (asiatic and madecassic acids), and ursane-type triterpene

glycosides (asiaticoside and madecassoside)*517, Over the last decade, several in vitro and in vivo
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studies conducted on mouse models of AD skin have demonstrated that Centello asiatico L. extract
inhibits hyperkeratosis and infiltration of inflammatory cellz in AD lesions?®2, Bioferment of Centella
asiotica L. is a combination of active triterpencids derived from the plant and postbiotic obtained as a
result of fermentation process by Lactabacillus reuteri. It has been proven that fermented plant
extracts have antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, anti-melanogenic, and wound-healing
properties®™*". Due to this fact, incorporation of postbiotics to formulations of cosmetics seems to be a
promising approach supporting the AD treatment.

In the case of emollient-rich products intended for atopic skin, in which oils constitute 30-50 % of the
composition, protection of oils and temperature-sensitive active substances is crucial and can be
achieved by applying cold emulsification process. It protects the skin from the effects of free radicals
resulting from oil oxidation. Upcycling by using agro-food wastes in obtaining raw materials also
supports a sustainable approach in the cosmetic industry™.

Therefore, the main objective of our study was to develop a collection of sustainable and cold-
processed emollient plus formulations for tapical application supporting the treatment of AD in adults.
We assumed that the combination of emaollients that can rebuild the epidermal barrier together with
the triterpene saponins and postbiotics resulting from the extraction and fermentation of Centelio
asiotica L. beaves will set a comprehensive support in the treatment to the skin affected by AD.
Maoreowver, the cold-processing strategy during the emulsification process helped to improve the
sustainability and reduce the impact of resulting products on the environment.

Materials and Methods

Characterization of the participants of the study

20 volunteers aged between 21 and 54 years, including 1 male (5 %) and 19 females (95 %), with
sensitive skin, affected by AD according to the major diagnostic criteria of Hanifin & Rajka™, were

recruited into the study. There were no statistical differences between the experimental and control

232



Page 7 af 51 Journal of European Academy of Dermatology Venereology

132 groups in the age of the participants (t-test, p = 0.356) (Table 1). A single-blind, placebo-controlled
133 study with simple randomization was performed. Volunteers were randomly (flipping the coin) divided

134 inta 2 groups, namely the control group (= 10, 9 women and 1 man) using lipid-based formulations

MG R e b e b e =

0 135 and the experimental group (n = 10, only women) using lipid-based formulations with 5 wt. % of the

12 435 Centello asiatico L. extract and 7 wt. % of the Centello asiatico L. bioferment. Contral samples had the

:; 137 same color and consistency as experimental samples. They were packed in identical, sequentially

16

17 138 numbered containers.

18

i@ 139 Table 1. The age characteristics of the contral and experimental groups.

0

Fal AGE

Contral group Experimental group Total group

Mean 43 39 41
Median 44 32 42
5D 8.7 9.7 9.2
Minimum age 29 21 21
Maximum age od 51 54
p-value 0.356 -

140

141 All volunteers consented to join the study on a voluntary basis. Although the scoring AD [SCORAD)

142 index was not check, all volunteers had skin lesions typical of mild and moderate AD. Patients with

143 severe AD were excluded from the study. Detailed participation criteria for in vivo tests are collected in
144 Table 2.

145 Table 2. Participation criteria defined for in vivo tests.

The inclusion criteria The exclusion criteria

Age: 1B years or more; Pregnancy or breastfeeding;
Mild to moderate atopic dermatitis and sensitive skin; Severe atopic dermatitis;
Chranic ar recurrent, pruritic lesions with characteristic Pharmacological therapy.

distribution on the skin;

Positive family history of allergic conditions;

- R A R S R Al R RS R RS
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Mo need for pharmacological treatment during the product
testing;

Lack of any other accompanying skin diseases.

The homogeneity between the experimental and control groups was statistically evaluated employing a
parametric t-test. Statistically significant differences were not observed between the control and the
experimental group in skin parameters such as hydration, skin roughness, smoothness, and degree of
epidermis exfoliation at the beginning of the study (baseline, p » 0,05, t-test).

Instruments and procedure of the in vivo study

The study was carried out under the supervision of a qualified examiner and dermatologist. Volunteers
tested products under home conditions, according to the procedure described in Data 51. Instrumental
measurements were performed on the selected skin area of the body, hand, and face before starting
the application (baseline) and after 2 and 4 weeks of using the products, namely body lotion {BL), hand
cream (HC), and face cream (FC). Instrumental tests were performed under standardized
environmental conditions of temperature (20-25 *C) and relative humidity (40-60 %), using professional
measuring equipment from Courage+Khazaka electronic GmbH (Germany). Hydration of the epidermis
was determined by a Corneometer CME25 probe and expressed in the measurement units of the
device, indicating the electrostatic capacity and reflecting the degree of hydration of the stratum
corneum. Skin smoothness (SEsm), roughness (5Er), and desquamation index were determined by a
Visioscan VC20-plus with the support of a Corneofix F20 adhesive foil collecting corneocytes for skin
exfoliation measurements.

Statistical analysis

All measurements were performed in triplicate and the results are presented as mean value with
standard deviation (£ SD). For statistical analysis, |1BM SP5S Statistics 28 software was used. The p-value

< [0.05 was considered statistically significant. The Shapiro-Wilk test was chosen to examine whether

234
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163 the data followed a normal distribution, and Levene’s test was used to assess the homogeneity of
169 variances. To examine differences in the quantitative data between the control and experimental

170 group, the parametric Student’s t-test for instrumental measurement was selected. To compare the

=1 - -RL I < RN N R FER

0 171 status of the skin parameters (separately in the experimental and control group) after 2 weeks and 4
12 172 weeks to the baseline, bath the parametric ANOVA test and the Wilcoxon signed-rank test were

173 selected (for the ANOVA test, Bonferrani's post-hoc test was used).

17 174 Results and Discussion

19 175 Sustainability and naturalness of the emollient plus formulations

176 During formulation of products, special emphasis was paid on the reduction in waste and carbon

177 footprint, on biodiversity, the protection and restoration of ecosystems®. According to the literature
178 data, cold processed O/W emulsions can help to save 67 % in electrical costs, 36.7 % in water, and 17.1
179 % in total production expenses, when compared to the hot process®. Therefore, we have applied a

120 cold emulsification process to all formulations |Data 51), even though it is a challenging task because of
181 the impossibility of using stabilizers of oil-phase emulsions, such as solid waxes, and necessity of using
182 the specific emulsifier not requiring additional thickeners. Another advantage of cold emulsification is
183 the preservation of the natural active ingredients and oils used in the formulations, which are sensitive
184 to high temperatures and susceptible to the oxidation process. It is crucial to provide oxidation-stable
185 ingredients, as the oxidation products in the cosmetic formulation will contribute to the exacerbation
186 of skin inflammation.

187 Additional sustainable solution was the use of environmentally friendly raw materials obtained by

188 green technologies. All lipid-based ingredients in the synthesized emollient plus formulations are of
189 vegetable origin (Table 53). Synthetic mineral oils were substituted with their counterparts obtained by

190 upcycling of food waste by phyzical or chemical processing performed according to the principles of

R R AR R E R A R R R R A R A
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green chemistry. Moreover, the bioferment of Centella asiotica L was obtained biotechnalogically,
using the fermentation process.

In vivo studies

All volunteers assigned to the study were analyzed for the outcome among originally assigned groups.
The function of the epidermal barrier of volunteers suffering from AD was evaluated by measuring
hydration of the stratum comeum, as it is the parameter that assesses the condition of the epidermal
barrier®. Additionally, the roughness, smoothness, and desguamation of the epidermis, were
measured as the parameters that confirm the rebuilding of the epidermal barrier function®®,

In vivo skin irritation test (patch tests)

In vivo patch test showed that no irritation was observed in any of the test volunteers after 48 h and 72
h of application of each of the products. Thus, all products meet the requirements of the skin tolerance
test and may be considered non-irritant. According to the published results, Centella asiatico L. leaf
extract at a specific concentration is safe for topical application on the skin®*_ Consequently, we
conclude that our farmulations containing Centella asiotica L. extract and bioferment can be
considered safe for use in people with AD.

Stratum cormeum hydration (SCH)
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Figure 1. Stratum corneum hydration in the experimental (n = 10) and control (n = 10) groups of adult
volunteers with AD; (a) SCH values (mean 2 SD) for the non-treated skin and after 2 weeks and 4 weeks

of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in SCH values (2 weeks vs. baseline and 4
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weeks vs. baseline). Lower values of SCH are frequently associated with the dysfunction of the skin

barrier.

As follows from the data presented in Figure 1a, the mean value of SCH increased significantly in both
the experimental and control groups after 4 weeks of using BL, HC, and FC (p < 0.001). SCH in the
experimental group increased by 106 % (from 23.10 to 47.66 AU) after use of BL, by 126 % (from 17.94
to 40063 AU after use of HC, and by 81 % (from 30.26 to 54.87 AU) after use of FC. In the control group,
the value of SCH increased after 4 weeks by 48 % (from 25.56 to 37.86 AU), by 92 % (from 20.30 to
39.06 AUJ, and by 80 % (from 32.36 to 58.37 AL) after BL, HC, and FC use, respectively. A significant (p
< [.025) increase in SCH was observed after just 2 weeks of use of the synthesized products and it was
as follows: 38 % (from 25.56 to 35.26 AU), 48 % (from 20.30 to 30.08 AU), and 57 % (from 32.36 to
50.94 AU) after the application of BL, HC, and FC, respectively.

The comparison between the experimental and control group (Figure 1b) showed statistically
significant differences in SCH values after 2 weeks of using HC with an increase by 82 % and 48 %,
respectively (p = 0.031), and after 4 weeks of using BL with an increase by 106 % and 48 %; respectively
{p = 0.004). However, there are no significant differences in the SCH value between the experimental
and control groups after 2 weeks (p = 0.778) and 4 weeks (p = 0.838) of FC use

The results of our study suggest the influence of the extract and bioferment of Centello osiatica L. in
topical formulations on the hydration of stratum cormeum. It was observed especially in the body and
hand area after using experimental samples of BL and HC, while it was not the case in the control
group. A similar relationship was observed during the study on the moisturizing effect of topical
formulations containing different concentrations of Centella asiotico L. extract?”. Furthermaore, several
independent studies have also confirmed the moisturizing effect of topical products containing Centella

asiotica L. extract in the treatment of dry skin in patients with diabetes or psoriasis and during wound

238
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healing®+2. In general, it can be concluded that cosmetic products with Centella asiatica L. extract and
bioferment can significantly improve stratum corneum moisturization, which is important for restoring
the epidermal barrier in skin affected with AD. Moreover, the barrier function of the skin can be
supported by the type of emulsion, which in the case of BL and HC was W/O. It confirms the impact of
emollient plus compaosition on the reconstruction of the epidermal barrier.

Skin topographic parameters

Smoothness (SEsm)

All study participants had increased SEsm values during the baseline measurements (Figure 2a). It was
especially recognized in eczematous lesions on the skin of arms, legs, inner elbow, anterior neck and
hands surface, indicating the unsmooth surface of the epidermis associated with its high dryness and
dysfunction of the epidermal barrier of the skin. Similar observations were made during in vivo study

performed by Pretel-Lara et al 4.

(a) E2aseline
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Figure 2. Smoothness of epidermis (expressed as SEsm parameter, AU) in the experimental {n = 10) and
control {n = 10) groups of adult volunteers with AD; (a) SEsm values (mean £ 5D) for the non-treated
skin and after 2 weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; [b) changes in
SEsm values (2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseline). The lower the value of the SEsm

parameter, the smaaother the skin.

After 4 weeks of treatment with BL, HC, and FC an eminent improvement in skin smoothness can be
observed (Figure 2a), resulting in a statistically significant (p < 0.004) decrease in the value of the 5Esm
parameter, both in the experimental and control groups. In the experimental group, the mean value of
the SEsm parameter decreased by 41 % (from 308.96 AU to 181.41 AU) after use of BL and by 25 %,
namely from 334,96 AU to 252.51 AU and from 208.41 AU to 157.14 AU, after use of HC and FC,
respectively. The positive effects were also noticeable after 2 weeks of application of the products,
reaching statistically significant differences in the experimental group using BL (p = 0.007) and HC (p =

0.014).
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1
2
i 260 Comparison between the groups (Figure 2b) showed that after 2 weeks of testing the experimental
: 261 group had a markedly higher decrease in the SEsm parameter after use of BL (by 33 %) and FC (by 16 %)
7
g 262 than the control group (by 24 % and 14 %, respectively). These changes indicate a greater smoothness
9

0 263 of the skin after treatment with products containing active ingredients from Centello asiotico L

12 Jgq Haowever, after 4 weeks of using the experimental and control samples, a significant reduction in the

:: 265 SEsm parameter was observed only after using FC (decrease in the SESmi value by 25 % and 18 % for
18

17 266 the experimental and control groups, respectively; p = 0.030).

18

19 267 As can be seen in Figure 3, at the beginning of the study the smoothness was affected in the areas of
a1 g8 the body [1a) and in the dorsal parts of the hand (2a), but it was not so much disturbed in the cheek
269 {3a), indicating a lower incidence of active lesions on the face than on the body. A similar relationship
270 was also obzerved in a population-baszed, cross-sectional study in adults with AD, conducted in the
271 United States™. Our results show the distinct improvement in skin smoothness after 4 weeks of use of

272 BL, HC, and FC. It is consistent with the SEsm parameter measurements |Figure 2).
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Figure 3. Measurements of smoothness on AD skin in one of the volunteers, performed by VISIOSCAN®

VC20 plus camera; pictures (1)-(3) taken after using body lotion, hand cream, and face cream,
respectively; images (a)-(c) for the baseline and 2 weeks or 4 weeks of use of the experimental product,
respectively. The dark grays represent lines and wrinkles on the skin, whereas the bright colors
represent extremely dry areas of the epidermis.

Roughness (SEr)

As shown in Figure 4a, the mean value of the SEr parameter increased in the experimental group after

2 weeks and 4 weeks of BL, HC, and FC use, but reached statistically significant differences only in the
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282 case of HC (p = 0.006). After the first 2 weeks of its use, the SEr parameter increased by 44 % (from
283 2.01 AU to 2.89 AU, p = 0.025), while after 4 weeks it increased by 54 % (from 2.01 AUto 3.10AU, p =

284 0.002). In the control group, the SEr parameter increased to a lesser extent, reaching statistically

CONOWLEWN -

10 285 significant differences after 4 weeks of using HC (p = 0.014) and FC (p = 0.002), increasing by 19 % (from
12 286 2.40 AU t0 2.72 AU) and 27 % (from 3.26 AU to 4.15 AU), respectively. Surprisingly, after 2 weeks of BL
287 use, the SEr value decreased from 2.78 AU to 2.42 AU and this value remained at the same level after 4

288 weeks. This may indicate the importance of active ingredients in the formulation of BL.
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Figure 4. Roughness of epidermis (expressed as SEr parameter, AU) in the experimental [n = 10} and

control (n = 10) groups of adult volunteers with AD; (a) SEr values (mean £ 5D) for the non-treated skin

and after 2 weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; [b) changes in SEr

values (2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseline). An increase in the value of the SEr parameter

indicates a decrease in the skin roughness.

In comparison to control samples, all Centello asiatico-bazed products remarkably reduced the

roughness of AD skin just after 2 weeks of treatment (Figure 4b), reaching statistically significant

differences (p < 0.050). After the first 2 weeks of BL use, the SEr parameter increased by 22 % in the

experimental group, while decreasing by 12 % in the contral group (p = 0.049). Similarly, a statistically

significant difference (p = 0.047) between the experimental and control groups was also observed after

2 weeks of FC use, when the SEr parameter increased by 21 % and by 7 %, respectively. Moreover, 2

and 4 weeks of HC use showed statistically significant differencesip £ 0.043) in the mean value of the

SEr parameter between the experimental and contral groups.

244



Page 19 of 51 Journal of European Academy of Dermatology Venereology

19

303 Our study shows that all tested products containing Centella asiatica L. extract and bioferment clearly
304 reduce skin roughness compared to control products. This effect may be due to the regenerative

305 properties of triterpenoids present in the Centella asiotica L. extract, which can preserve the

CONOWLEEWN -

10 306 physiological state of the cells and inhibit a decrease in cell adhesion force caused by cell damage. It
12 307 was confirmed in the in vitro study conducted on damaged HaCaT cells*. Due to these properties, the
308 extract can contribute to the reconstruction of the connections between corneocytes in the stratum
17 309  corneum and thus reinforce the epidermal barrier”’.

19 310 Desquamation index (SEsc)
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Figure 5. Desguamation index (expressed as SEsc parameter) in the experimental (n = 10) and contral

{n = 10} groups of adult volunteers with AD; {a) 5Es¢ values {mean + 5D) for the non-treated skin and
after 2 weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in SEsc values
{2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseling). The lower the SEsc value, the more hydrated the

epidermis.

Skin desquamation [SEsc) decreased significantly (p < 0.001) compared to the baseline in both the
experimental and control groups after 4 weeks of use of BL, HC, and FC (Figure 5a). A decrease was
observed just after 2 weeks of the application of the experimental and control products, although
statistical significance was not reached (p = 0.074).

The SEsc index decreased more after the application of emulsions with Centello asiotico extract and
bioferment, though the comparison between the experimental and control groups did not show a
statistically significant difference (Figure Sh). Thus, we can suggest that the main influence on the

reduction of scaliness is exerted by the emollients present in both the experimental and contral

246
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325 samples. The study by Lucas et al. also showed a decrease in flaking in children with mild to moderate

326 AD after 28 days of using an emollient plus product*s.

327 Desquamation of individual corneocytes or their fine flakes is an essential part of epidermal physiology,

CONOGLEWN -

10 328 which is disrupted in patients with AD due to abnormal cohesion of the corneocytes, resulting in dry
12 339 skin, scaliness, fissured appearance of the upper layers of the epidermis, and a significant decrease in
330 skin moisturization. At the beginning of the study, dehydrated and damaged skin was observed,

17 331 characterized by very thick flakes of corneocytes with different size, especially on the body (Figure 6,
19 332 image 1(a}) and hand (Figure 6, image 2(a)) areas. However, just after 2 weeks of using of BL, HC, and
21 333 FC, the flakes of carneocytes significantly diminished. After 4 weeks of application of products, only
334 small, regular corneocytes can be observed, that indicates an increase in skin moisturization. It is in

2 335 good agreement with the results obtained by the SEsc index measurements.
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Figure 6. Desquamation of corneocytes measured with Corneofix® F20 tape and Visioscan® VC20 plus

camera. The special adhesive foil is applied to the skin and then removed to collect the corneocytes
and assess the desquamation index; the software takes into account the number, size and thickness of
the corneocytes. Images of the AD skin of one volunteer after use of experimental products: body
lotion (1), hand cream (2), and face cream (3); images (a)-(c) for the baseline, 2 weeks, or 4 weeks of
use of the experimental product, respectively. Different colors indicate five different levels of thickness
of the corneocytes flakes: red - very thick flakes, orange - thick flakes, green = medium thickness, light

and dark blue - the least thickness; black color shows the background.
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1
2
3 345
4
5
& 346 Summary
7
] 347 Baoth control and experimental products have the ability to significantly reduce epidermis roughness
9

10 348 and desgquamation and improsve skin hydration and smoothness. It can be achieved primarily due to the
12 349 presence of physiological lipids. However, control products that are based anly on naturally derived

15 350 emollients rebuild the function of the skin barrier to a lesser extent than products that additionally

17 351 contain Centelo asiotica L. extract and bioferment. Therefore, we can suggest that sustainable

19 352 emollient plus topical formulations containing Centelle asiatica L. extract and bioferment are a

21 353 promising strategy to support the treatment of AD in adults.

354

LR B A F R SRR A AR R R R A R A

249



W o B o b =

R e A R N - A AR R e

355

356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
38D
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
351
392
353
354
395
396
397
3598
399

Journal of European Academy of Dermatology Venereology

24

References

10.

11.

12

13

14,

15.

16.

17.

Sroka-Tomaszewska |, Trzeciak M. Maolecular Mechanisms of Atopic Dermatitis Pathogenesis. Int J
Mol 5ci. 2021;22(8):4130. https://doi.org/10.3390/ijms22084130.

Vestergaard C, Skowsgaard C, lohanzen C, Deleuran M, Thyssen IP. Treat-to-Target in Atopic
Dermatitis. Am | Clin Dermiatol. 2024;25:91-98. https:/{doi.org/10.1007 540257-023-00827-y
Tarres T, Ferreira EQ, Gongalo M, Mendes-Bastos P, Selores M, Filipe P. Update on atopic dermatitis.
Acta Med Port. 2019;32(9):606~613. https:/fdoiorg/10.20344/amp. 11963

Bylund 5, von Kobyletzki LB, Svalstedt M, Svensson A. Prevalence and incidence of atopic dermatitis:
a systematic review. Acta Derm Venereol. 2020;100{12):5765. https://doi.org/10.2340/00015555-
1510

Li H, Zhang Z, Zhang H, Guo ¥, Yao Z Update on the pathagenesis and therapy of atopic dermatitis.
Clin. Rev Allergy Immunol. 2021;61:324-338. https://doiorg/10.1007/512016-021-08880-3

Fujii M. Current understanding of pathophysiological mechanisms of atopic dermatitis: interactions
amaong skin barrer dysfunction, immune abnormalities and pruritus. Biol Pharm Bull. 2020:43{1):12-
19. https://doi.orgf10.1248/bpb_b19-00088

Hrestak D, Matijadi CM, Cipgic Paljetak H, Ledié Drvar D, Ljubojevié HadZavdié S, Peric¢ M. Skin
Microbiota in Atopic Dermatitis. Int J Mol Sci. 2022;23(7):3503. https:f/doi.org/10.3390/
ijms23073503

Yang G, Seok JK, Kang HC, Cho YY, Lee HS, Lee IY. Skin barrier abnormalities and immune dysfunction
in atopic dermatitis. Int J Mol Sci. 2020;21(8):2867. https://doi.org/10.3390/ijms2 1082867

Elias PM. Optimizing emallient therapy for skin barrier repair in atopic dermatitis. Ann Allergy
Asthma Immunol. 2022;128(5):505-511. https://doi.org/10.1016/j.anai. 2022.01.012

Eui Kim BE, Leung DYM. Significance of Skin Barrier Dysfunction in Atopic Dermatitis. Allergy Asthma
Immunaol Res. 2018;103):207-215. https-//doi.org/10.4168/aair 2018.10.3.207

Grzesk-Kaczynska M, Petrus-Halicka ), Kaczyfiski 5, Bartuzi Z, Ukleja-Sokotowska N. Should Emollients
Be Recommended for the Prevention of Atopic Dermatitis? =New Evidence and Current State of
kKnowledge. I Clin Med. 2024;13:863. https://doi.org/10.3390/jcm 13030863

Magnala M, Jaenicke T, Tsianakas A, Czech W, Thaci D, Pinter A, et al. Comparison of different skin
care regimens in patients with moderate to severe atopic dermatitis receiving systemic treatment: A
randomized controlled trial. | Eur Acad Dermatol Venereol. 2023;37(Supgpl. 5):18=26.
https://doi.org/10.1111 fjdv. 18949

Cestari 5, Correia P, Kerob D. Emollients “Plus” are Beneficial in Bath the Short and Long Term in
Mild Atopic Dermatitis. Clin Cosmet Inwestig Dermatol. 2023;16:2093-2102.
https://doi.org/10.2147/CCID.5417622

Zhang 1, Xu X, Wang X, Zhang L, Hu M, Le ¥, et al. Topical emollient prevents the development of
atopic dermatitis and atopic march in mice. Exp Dermatal. 2023;32(7):1007-1015.
https://doi.org/10.1111 fexd 14806

Danby 5G, Andrew PV, Kay U, Pinnock A, Chittock J, Brown K, et al. Enhancement of stratum
corneum lipid structure improwes skin barrier function and protects against irritation in adults with
dry, eczema-prone skin. Br ] Dermatol. 2022;186(5):875-886. https:/doiorg/10.1111/bjd. 20955
Min DH, Yu ¥B, Kim TH, Kim H, Lee 5. Pharmacological effects of pentacyclic triterpenaids isolated
from Centella asiatica. Hortic Environ Biotechnol. 2024;65(2):183-157.

https://doi.org/10.1007 /s13580-023-00561-8] ;

Krzyzostan M, Nowak, |. Triterpenoid saponins derived from Centella asiatica L Przem Chem.
2024;103(4):499=503. https:/fdoiorg/10.15199/62.2024.4 3

250

Fage 24 of 51



=R = R R FU N

LR e R R S S - A SR AR A R

400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
4316
4317
433
4319
440
441
442
443
444
445
446

18.

15.

20.

21

22

23

24,

25.

26.

7.

28.

29,

30

31

32

33

25

Lee ¥, Choi HK, N'deh KPU, Choi Y1, Fan M, Kim EE, et al. Inhibitory effect of Centella asiatica extract
on DNCB-induced atopic dermatitis in HaCaT cells and BALB/c mice. Mutrients. 2020;12{2):411.
https:ffdoi.orgf10.3390,/mul 2020411

Park JH, Choi I¥, Son D], Park EK, Sang M, Hellstrém B, et al. Anti-Inflammatory Effect of Titrated
Extract of Centella asiatica in Phthalic Anhydride-Induced Allergic Dermatitis Animal Model. Int 1 Mol
Sci. 2017;18(4):738. https://doi.org/10.3390/ijms18040738

Park JH, Jang 15, Kim KC, Hong IT. Anti-inflammatory effect of Centella asiatica phytosome ina
mouse model of phthalic anhydride-induced atopic dermatitis. Phytomedicine. 2018;43(1):110-119,
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2018.04.013

Park JH, Yeo U, lang IS, Kim KC, Park MH, Lee HP, et al. Combination effect of titrated extract of
Centella asiatica and astaxanthin in a mouse model of phthalic anhydride-induced atopic dermatitis.
Allergy Asthma Immunol Res. 2019;11(4):548-559. https://doi.org/10.4168/aair.2019.11.4 548
Moon GH, Lee ¥, Kim EK, Chung KH, Lee KJ, An JH. Immunomodulatory and Anti-inflammatory Effects
of Asiatic Acid in a DNCB-Induced Atopic Dermatitis Animal Model. Nutrients. 2021;13(7):2448.
https:/fdoi.orgf 10.3390/nul3072448

Bhuyar P, Rahim MH, Maniam GP, Matanamurugaraj G. Isolation and characterization of bioactive
compounds in medicinal plant Centella asiatica and study the effects on fungal activities. ] Microbiol
Biotechnol Food Sci. 2021;10(4):631-635. https://doi.org/10.15414/jmbfz.2021.10.4.631-635
Zhang ¥, Yang Z, Cock IE. Centella asiatica (L) Urban Leaf Extracts Inhibit the Growth of Bacterial
Triggers of Selected Autoimmune Inflammatory Diseases and Potentiate the Activity of Conventional
Antibiotics. Pharmacogn Commun. 2020;10(3):119=129. https://doi.org/10.5530/pc.2020.3.24

De Almeida OV, Antiga E, Lulli M. Oral and Topical Probiotics and Postbiotics in Skincare and
Dermataological Therapy: A Concise Review. Microorganisms. 2023;11(6):1420.
https://doi.org/10.3390/ microorganisms11061420

Gaolkar M, Ashoori Y, Heidari R, Omidifar N, Abootalebi SN, Mohkam M, et al. A novel effective
formulation of bicactive compounds for wound healing: preparation, in vivo characterization, and
comparison of various postbiotics cold creams in a rat model. Evid-Based Complement Altern Med.
2021:8577116. https:/fdoi.org/10.1155/2021/8577116

Herman A, Herman AP. Biological Activity of Fermented Plant Extracts for Potential Dermal
Applications. Pharmaceutics. 2023;15:2775. https://doi.org/10.3390/ pharmaceutics15122775
Krzyzostan M, Wawrzynczak A, Nowak |. Use of Waste from the Food Industry and Applications of
the Fermentation Process to Create Sustainable Cosmetic Products: A Review. Sustainability.
2024;16:2757. https://doi.org/10.3390/5u16072757

Hanifin JM, Rajka G. Diagnostic features of atopic dermatitis. Acta Derm Venereol (Stockh) 1980:44-
47.

Communication from the Commission to the European Parliament, The European Council, The
Council, The European Economic and Social Committee and The Committee of the Regions. The
European Green Deal. Available online: https:/feur-lex.europa.eu/legal-

content/EN/TXT/ ?uri=COM:2019:640:FIN (accessed on 10 January 2025)

Raposo 5, Salgado A, Eccleston G, Urbano M, Ribeiro HM. Cold processed gil-in-water emulsions for
dermatalogical purpose: Formulation design and structure analysis. Pharm Dev Technol.
2014;19(4):417=-429. https://doi.org/10.3109,/10837450.2013. 788516

Camilion IV, Khanna 5, Anasseri 5, Laney C, Mayrowvitz HN. Physiological, pathological, and circadian
factors impacting skin hydration. Cureus. 2022;14(8):27666. https://doi.org/10.7759/cureus. 27666
Montera-Vilkche T, Cuenca-Barrales C, Rodripuez-Pozo JA, Dizz-Calvillo P, Tercedor-5anchez J,
Martinez-Lopez A, et al. Epidermal Barrier Function and Skin Homeaostasis in Atopic Dermatitis: The
Impact of Age. Life. 2022;12(1):132. https://doi.org/10.3390/life12010132

251



MBS md RN de L ke =

R R I e SR R S B RN RERER

447
4438
449
450
451
452
453
454
455
456
4a57
458
459
460
461
462
463
d6d
465
466
467
463
469
470
471
472
473
474
475
476
a7y
473
479
480
481
482
483
484
485
486
487

4.

35,

36.

7.

38

38.

40.

41.

42,

43,

45,

46.

Journal of European Academy of Dermatology Venereology

26

Johnson Ir W, Bergfeld WF, Belsito DV, Hill RA, Klaassen CD, Lisbler DC, et al. Safety assessment of
Centella asiatica-derived ingredients as used in cosmetics. Int J Toxicol. 2023;42(1_suppl):55-225.
https:/ffdoi.org/10.1177/109158182311582

Su N, An O, Zhao O, Zheng H, Yang L, Li X, et al. Assessment and Comparizon of the Skin Irritation
Potential of Five Plant Extracts Using In Vitro and In Vivo Methods. Am J Biomed Sci. 2017;%{1}:20-
28. https://doi.org/10.5099/3j170100020

Gonzalez-Guerra E, Pajuelo Lorenzo F. Efficacy, Tolerability, and Acceptability of a Skin Repair
Product Containing Active Extracts of Centella asiatica. Journal of Cosmetic Sci. 2021;72(6):611-622.
Ratz-kyko A, Arct ), Pytkowska K. Moisturizing and Antiinflammatory Properties of Cosmetic
Farmulations Containing Centella asiatica Extract. Indian J Pharm Sci. 2016;78(1):27-33.
https:ffdoi.org/10.4103/0250-47 4. 180247

Anggraeni 5, Umborowati MA, Damayanti D, Endaryanto A, Prakoeswa CCRS. Role of Centella
asiatica and ceramide in skin barrier improvement: a double blind clinical trial of Indonesian batik
workers. | Basic Clin Physiol Pharmacol. 2021;32(4):589-593. https://doi.orgf10.1515/jbcpp-2020-
0510

Legiawati, L.; Bramono, K.; Indriatmi, W._; Yunir, E.; Setiati, 5.; Jusman, 5. W. A. et al. Oral and topical
Centella asiatica in type 2 diabetes mellitus patients with dry skin: A Three-Arm prospective
randomized Double-Blind controlled trial. Evid-Based Complement Altern Med. 2020:7253560.
https:ffdoi.org/10.1155/2020/7253560

Lin P, Shi HY, Lu Y, Lin J. Centella asiatica alleviates psoriasis through JAK/STATI-mediated
inflammation: An in vitro and in vivo study. J Ethnopharmacol. 2023;317:116746.
https:/fdoi.org/10.1016/j. jep. 2023. 116746

Changsan N, Srichana T, Atipairin A, Sawatdee 5. Wound healing efficacy of a polymeric spray film
solution containing Centella asiatica leaf extract on acute wounds. | Wound Care. 2023;32(Suppl.
512):522-532. https://doi.org/10.12968jowc.2023.32.5up12.522

Jenwitheesuk K, Rojsanga P, Chowchuen B, Surakunprapha P. A Prospective Randomized, Contralled,
Double-Blind Trial of the Efficacy Using Centella Cream for Scar Improvement. Evid-Based
Complement Altern Med. 2018:9525624. 5. https://doi.org/10.1155/2018/9525624

Pretel-Lara C, Sanabria-de [a Torre R, Arias-Santiago 5, Montero-Vilchez T. Skin Barrier Function and
Microtopography in Patients with Atopic Dermatitis. J Clin Med. 2024;13(19):5861.
https:ffdoi.org/10.3390/jcm 13195861

. Silverberg JI, Margolis DI, Boguniewicz M, Fonacier L, Grayson MH, Ong PY, et al. Distribution of

atopic dermatitis lesions in United States adults. ) Eur Acad Dermatol Venereol. 2019;33(7):1341-
1348. https:/fdai.org/10.1111/jdv.15574

Wan L, Song Z, Wang Z, Dong J, Chen ¥, Hu J. Repair effect of Centella asiatica (L) extract on
damaged HaCaT cells studied by atomic force microscopy. ) Microsc. 2023;292(3):148=157.
https:/forg.doi/10.1111/jmi.13238

de Lucas R, Garcia-Millan C, Pérez-Davd A, Moreno E, Redondo P. New cosmetic formulation for the
treatment of mild to moderate infantile atopic dermatitis. Children. 2019;6(2):17.
https://doi.org/10.3390/childrenE020017

252

Page 26 of 51



L= - - R

SR RN LBt REEER

488

489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

Loz

503

504

505

506

Loy

508

509

510

511

27

Figure legend

Figure 1. "Stratum corneum hydration in the experimental and control groups of adult volunteers with
ADy; (a) SCH values (mean + 50) for the non-treated skin and after 2 weeks and 4 weeks of using body
lotion, face cream, and hand cream; {b) changes in SCH values (2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs.

baseline). Lower values of SCH are frequently associated with the dysfunction of the skin barrier.”

Figure 2. "Smoothness of epidermis (expressed as SEsm parameter, AU) in the experimental and control
groups of adult volunteers with AD; (a) SEsm values (mean + D) for the non-treated skin and after 2
weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in SEsm values (2
weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseline). The lower the value of the SEsm parameter, the smoother

the skin.”

Figure 3. "Measurements of smoothness on AD skin in one of the volunteers, performed by VISIOSCAN®
W20 plus camera; pictures (1)-(3) taken after using body lotion, hand cream, and face cream,
respectively; images (a)-(c) for the baseline and 2 weeks or 4 weeks of use of the experimental product,
respectively. The dark grays represent lines and wrinkles on the skin, whereas the bright colors

represent extremely dry areas of the epidermis.”

Figure 4. "Roughness of epidermis (expressed as SEr parameter, AU) in the experimental and contral
groups of adult volunteers with AD; (a) SEr values [mean # 5D) for the non-treated skin and after 2
weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in SEr values (2 weeks
vi. baseline and 4 weeks vs. baseline). An increase in the value of the SEr parameter indicates a decrease

in the skin roughness.”
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Figure 5. “Desquamation index (expressed as SEsc parameter) in the experimental and control groups of
adult volunteers with AD; (a) SEsc values (mean + 5D) for the non-treated skin and after 2 weeks and 4
weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in SEsc values (2 weeks vs. baseline

and 4 weeks vi. baseling). The lower the SEsc value, the more hydrated the epidermis.”

Figure 6. “Desquamation of corneocytes measured with Corneofix® F20 tape and Visioscan® VC20 plus
camera. The special adhesive foil is applied to the skin and then removed to collect the cormeocytes and
assess the desquamation index; the software takes into account the number, size and thickness of the
corneocytes. Images of the AD skin of one volunteer after use of experimental products: body lotion (1),
hand cream (2], and face cream (3); images (a)-(c) for the baseline, 2 weeks, or 4 weeks of use of the
experimental product, respectively. Different colors indicate five different levels of thickness of the
corneocytes flakes: red = wery thick flakes, orange = thick flakes, green = medium thickness, light and

dark blue — the least thickness; black color shows the background.”

Table legend

Table 1. “The age characteristics of the control and experimental groups.”

Table 2. “Participation criteria specified for in vivo tests.”

254

Page 28 of 51



Page 29 of 51 Joumal of European Academy of Dermatology Venereology

0 wd O LA Lkl —

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Skin barrier in atopic dermatitis: impact of sustainable emollients with Centella asiatica L.
bioferment and extract

Monika Krzyzostant2, Agata Wawrzynczak?, lzabela Nowak**

1 Faculty of Chemistry, Adam Mickiewicz University in Poznan, Uniwersytetu Poznanskiego &, 61-614
Poznan, Poland; monika krzyzostan@amu.edu.pl (M.E.); agata wawrzynczak@amu.edu.pl (A W.);
nowakiza@amu.edu.pl (I.M.)

1 Dr Koziej Instytut Badan Kosmetykow, Czerniakowska 58, 00-717 Warsaw, Poland

* Correspondence: nowakiza@amu.edu. pl

Data 51

1. Synthesis of sustainable, cold-processed emollient plus formulations

1.1.Chemicals

The sustainable, cold-processed formulations of body lotion (BL), hand cream (HC), and face cream (FC) were
obtained with the biodegradable, vegan, and COSMOS-approved raw materials of cosmetic grade, as shown
in Table 51. They were obtained in a sustainable manner, using a variety of physical processes (pressing and
extraction), biotechnological processes (fermentation), and chemical reactions performed according to the
Green Chemistry approach.

The prepared emulsions were divided into two groups, namely control samples (A) and experimental samples
{B). In the first group (A), there were lipid-based formulations, whereas samples from the second group (B}
additionally contained 5 wt. % of the Centella asiotico L extract (INCI: Propanediol, Centello asiotico Extract)
and 7 wt. % of the Centello asiotico (GED) bioferment (INCI: Aqua, Loctobacillus/Centella asiatica Extract
Ferment, Glucanolactone, Sodium Benzoate, Calcium Gluconate, Lactic Acid, Acetic acid, Protocatechic Acid,
Caffeic Acid, Gallic Acid, and Reuterin), both manufactured by Symbiosis Laboratory, Poznan, Poland. The
leaves of Centella asiatica L. were subjected to extraction with ethanol, and the fermentation process with
Lactobocillus rewteri bacteria.

1.2.Procedures for preparing emollient plus formulations

Formulations of the body lotion [BL) and hand cream (HC) were developed as water-in-oil {W/0) emulsions,
whereas the face cream (FC) was an oil-in-water (0/W) emulsion. Control samples (A} were prepared in the
following steps: the aqueous phase ingredients (according to Table 51) were weighted and combined using
Hei-Torgque 100 Walue stirrer. The ail phase with compaosition shown in Table 51 were weighted, combined
using Hei-Torgue 100 Value stirrer, and homogenized using IKA Ultra Turrax T 18 Digital homogenizer. The
water and oil phases were subsequently combined at room temperature (25 *C) by stepwise addition of the
water phase to the oil phase or oil phase to the water phase in the case of W/0 and O/W formulations,
respectively, while stirring by Hei-Torgue 100 Value stirrer. The stirring continued for 15 minutes and was
followed by homogenization with KA Ultra Turrax T 18 Digital. After a few minutes, a viscous bulk was
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obtained. Experimental samples (B) were prepared according to the same procedure, with the difference of
adding the extract and bioferment of Centella asiatica L. to the water phase. Control samples had the same
color and consistency as experimental samples and were packed in the same packages.

2. Inwvivo skin irritation test (Patch Tests):

To determine the irritating or sensitizing properties of all of the prepared formulations, a semi-open contact
test was performed. The study of each formulation was conducted according to the Jadassohn-Bloch method
{modified by Rudzki)®* on a group of 20 healthy adult valunteers aged 23-76 years, with sensitive skin and a
history of skin allergy. 7% % of the volunteers were women and 25 % were men. All tests were performed
under the supervision of a dermatologist and with the voluntary consent of the volunteers. The tested
products were applied to a fitter paper in Finn Chamber and then the whole patch was applied to the
volunteer's skin on the arm, thigh, or back. The samples were removed after 48 h and the first reading was
taken after 15 minutes, and the second after 72 h. The result of the test was interpreted according to the
generally accepted scale in dermatological testing, taking into account the severity of the erythema (Table
52). A positive reaction of the skin (erythema) confirms the irritating properties of the product, whereas a
negative reaction (no erythema) confirms the absence of irritating properties.

3. Home panel details:

Participants were blinded after the assignment to the study regarding the type of samples used (control or
experimental). Each volounteer received one package of body lotion (BL), hand cream (HC), and face cream
{FC) and was required to use them regularly, twice a day, for 30 days. The experimental and control groups
applied products to the cleaned skin of the face and body, most often the forearms, inner elbow, lower limbs,
abdaomen, or hands, where the AD symptoms can potentially appear. All participants were instructed to
refrain from using other products with identical or analogous purposes and topical medications throughout
the study period. They were also informed about the need to immediately discontinue the use of the product
in the event of negative symptoms or sensations at the place of use and report them to the investigator. In
addition, each participant was scheduled for follow-up at 2 and 4 weeks during which selected skin
parameters were maasured.

References:
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ig Table 51. Raw materials used during synthesis of cosmetic formulations.

£} Trade name of  Ingredients/ INCI  Producer / Function Baody Face Hand
12 raw material Supplier Lotion cream  cream
= (BU  (F)  (Hg)
35 Type of emulsion

16 W/0 o/W __ W/o
37 Purified water  Aqua - Solubilizer X x x
i Galehemp OW  Polyglyceryl 4 Gale & Cosm Ermulsifier

39 Hemp Seedate, S.rlf Aston

j? Caprylyl Capryl  Chemicals Ltd. ’ 8 .
a2 Glucoside, Aqua

43 EWO-Vegetable Ghyceryl Oleate, EfpBiatek/ Ermulsifier

44 Emulsifier Polyghyceryl-3- Impag Group

45 Polyricinoleate, X - X
46 Olea Eurapea Oil

a7 Unsaponifiables

43 Softigen®Pura  Caprylic/Capric 10l Emallient

449 - . .

£ Triglyceride, Oleochemicalf

£ Hydrogenated Biesterfeld X - X
53 Rapeseed Oil Spezialchemie

53 GmbH

54 Phytosqualan®  Sgualane Sophim, Emallient

55 Biesterfeld

56 Spezialchemie * * *
ol GmbH

gg Synovea® EL Ethyl Linoleate, Sythean) Emallient,

&0 Ethyl Palmitate, Biesterfeld ceramide N N v
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LIPEX® Omega Clues Oil, AAK Sweden Emallient
3/6™ Camelina Sativa AB/ Nordmann,
Seed Oil Rassmann
GmbH
LIFEX® PreAct™ Canola Oil AAK Sweden Emallient
AB/ Nordmann,
Rassmann
GmbH
Akogel™ Hydrogenated AAK Sweden Emallient
Vegetable Oil AB/ Nordmann,
Rassmann
GmbH
Raspberry Rubus Idasus Upcycled Emallient
Mecta® Sead Oil Beauty Ltd/
Amita Health
Care Poland
Emotion® Light  Tripelargonin Roelmi HPC Emallient
s.rlf Amita
Health Care
Poland
CeraFluid® Triclein, Ghyceryl  Roelmi HPC Emallient,
Dioleate, S.rlf Amita Ceramid
Ceramide NP Health Care
Poland
Ceramidone® Octyldodecyl PCA  Solabia Group/  Stimulation
Aston Chemicals the
Ltd. synthesis of
lipids and
ceramides
Tocomix LYO-IP  Tocopheral, Jan Dekker/f Antioxidant
Organic CO Helianthus IMICD Graup
Annuus Seed Oil
Massocare Prapanediol Comercial Humectant
Propanediol Quirmica Masso
Nat MB
Apricot Kernel  Prunus Jlan Dekker/ Emallient
0il RBDW Armeniaca Kernel  IMCD Group
il
RonaCare® Magnesiurm Merck/ Azelis Bulking,
Magnesium Sulfate viscosity
Sulphate cantrolling
E-Leen Green €  Pentylene Glycol, Minasolve®/ Preservativ
Ghyceryl Safic- Alcan e
Caprylate/ Poland
Caprate
Citropal H Palycitraneliol Safic- Alean Emaollient
Poland
Instathix® Xanthan Gum, Alchemy/ Impag  Thickener

Sodium Stearayl
Lactylate, Tapioca
Starch, Algin

Group
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Table 52

Table 52. Score scale for in vivo skin irritation tests according to the International Contact Dermatitis
Research Group (ICDRG).

Classification Description of erythema Interpretation

- Mo skin reaction Megative

+f- Faint, nonpalpable erythema Doubtful reaction

+ Palpable erythema slightly irritating

++ Strong erythema, papules Strong reaction

o+ Strong erythema, papules, vesicles or/and Extreme reaction
ulceration

IR Inflammation sharply limited to the exposed area, | Irritant reaction, this kind of
lack of infiltrate, small petechiae, pustules and reactions may cause many
lesions other than papules and wesicles problems upon

interpretation
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Table 53

Table 53. Sustainability and naturalness parameters of the raw materials used in emollient plus
formulations (based on the available supplier information).

Trade name of
raw material

Centella
Asiatica Extract

Biofarment of
Centella
Asiatica (GEO)

Vegetable
Emulsifier

Ingredients
INCI

Propanedial,
Centella Asiatica
L. Extract

Aqua,
Loctobacillus/Ce
ntello Asiotico L.
Extract Ferment,
Gluconolactone,
Sodium
Benzoate,
Calcium

Gluconate, Lactic

acid, Acetic acid,
Protocatechic

acid, Caffeic acid,

Gallic acid,
Reuterin
Ghyceryl Oleate,
Paolyglyceryl-3-
Palyricinoleate,
Olea Europea Oil
Unsaponifizbles

Source of the
raw material

Centella
asigtica L.
leawves
Centello
asigtica L.
leawves and
Loctobacilius
reuteri

Green olives

Green technology

Green solvent
extraction

Biofermentation

Purification of olive
oil fatty acids into

olive oil
unsaponifiables

261

Agro-food
origin

Oflives from
food
industry

Natural
Origin
Index
[Tl
according
to 150
16128

1

PPAI* or
CRA2
according
to the
COSMOS
standard

PPAI=20 %
CPAI=B0 %
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Polyglyceryl 4
Hemp Seedate,

Caprylyl Capryl
Glucoside, Agua

Caprylic/Capric
Triglyceride,
Hydrogenated
Rapeseed Oil

Squalane

Ethyl Linoleate,
Ethyl Palmitate,
Ethyl Oleate,
Ethyl Linolenate
Clues Ol
Comeling Sativa
Seed il
Canola Oil

Hydrogenated
Vegetable Oil

Rubus ldoeus
Seed il

Palyglycerine-4
- @ mixture of
refined
polyglycerols of
vegetable
arigin; Hemp
sead oil - a
product
extracted by
mechanical
process
[pressing] from
the fruits of
Connabis sativg
L.; Caprylylf
Capryl
Glucoside - a
mild non-ionic
surfactant
obtained from
renewable raw
materials.
Vegetable:
rapeseed seed,
palm kernel oil
or Coconut oil
[seed)
Vegetable:
Olives

Vegetable:
safflower seed
ail

Vegetable oils

Vegetable:
seads from
rapessed

Vegetable: fruit
of cocos
nucifera, seeds
of Glycime max,
Brassico napus
grecoceae
Raspberries
sepds

Transesterification of -
Polyglycerin-4 and
Conmabis sativa L.

seed oil receiving
Cannabis sativa seed
oil polyglyceryl-4
esters. Next mixing
them with
Caprylyl/capryl
Elucoside and water
to obtain trans-ester
between tetraglycenol
and hemp seed oil.

Refined, blanched, -
deodorized

Olives from
food waste

Esterification,
distillation,
saponification,
hydrogenation,
winterisation
Green esterification --

Mechanical --
extraction, refinining,
dendorising

Mechanical pressing, -
dendorising,
hydrogenation,

filtration, solvent
fractation

Mechanical -
extraction, solvent
extraction, refining,
dendorizing,
hydrogenation.

Cold-processed Rasp-
extraction berries pulp
as 3 waste

product of
the iuice
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CPAI=S0 %
PRAI=0 %

CPAI=100 %
PRAl=0 %

CPAI=100 %
PRAI=0 %

CPAI=100 %
PRAI=0 %

PPAl=S %
CPAI=95 %

CPAI=100 %
PRAI=0 %

CPAI=100 %
PRAI=0 %

PRAI=100 %
CPAI=0%
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Emotion® Light

CeraFluid®

Ceramidone®

Tocomix L70-1P
Organic CO

Apricot Kernel
Oil REDW

Massocare
Propanediol
Mat MB
RonaCare®
Magnesium
Sulfate

E-Leen Green C
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Tripelargonin

Triolein, Ghyceryl
Dioleate,
Ceramide NP

Octyldodecyl
PCA

Tocopherol,
Helignthus
annuus Seed Oil

Prunus
armeniocg
Kernel il
Propanedial

Magnesium
Sulfate

Pentylene Glycol,
Ghyceryl

Vegetable:
Silybum
muarignum seed
ail

Triolein and
Ghyceryl
Dioleate -
Vegetable
[Dea
europeed);
Ceramide MP -
biotechnology

Beetroot (L-

glutamic Acid];
octyldodecanal
- vegetal origin

Tocopherol:
soy beans;
Helionthus
annuus Seed
Gil: sunflower
seads

Apricot seeds/
kernels

Vegetable:
palm aoil {R5P0)

Minerals
Vegetal:

Pentylens
Ghycol: sugar

Distillation,’
Hydrolysis of Siybum
marignum seed oil
receiving pure
pelargonic acid. Next
step: estrification in
high temperature to
obtain sustainable
ester.

Triolein and Ghyceryl
Dioleate - distillation
process of olive fruit
il receiving pure
fatty acids and next
esterification of fatty
acids. Ceramide MP -
amidation reaction of
wegetal stearic acids
on phytosphingosine,
cbtained through bio-
fermentation process
using yeasts on
wegetable substrate.
Cyclization of the L-
Elutamic acid
receiving L-
pyrrolidone carboxylic
acid [L-PCA).
Esterification of L-PCA
to

octyldodecyl ester of
L-PCA.

Tocopheraol:
separation technigues
of refining stream,
purification;
Helionthus onnuws
Seed Oil: pressing of
seeds, refining
technigues of crude
oil-

Pressing kernels,
refining technigues of
crude oil
Fermentation process
of glycerol from palm
oil

Maturally existing

Pentylene glycol:
steamn distillation of

sugarcane bagasse
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production
industry

Dlive fruit
from food
waste

Obtained
from a
stream-by
product in
the refinery
process of
soybean oil.
The stream
contains
tocopherols
Kernels -
food-by
product
Mot

Naot

1

i

CPAI=100 %
PPAI=0 %

PPAI=100 %
CPAI=0 %

PPAI=100 %
CPal=0 %

CPAI=99 5
%

PPAI=0 %
PPAI=0 %
CPAI=0 %

CPAI=100 %
PPAI=0 %
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Citropol H

Instathix®

Tremella
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Caprylate/
Caprate

Paolycitronellol

Xanthan Gum,
Sodium Stearoyl
Lactylate,
Tapioca Starch,
Algin

Tremelln
Furiformis
Sporocarp
Extract

cane bagasse;
Ghyceryl
Caprylate/f
Caprate: palm
kernel oil
[seeds of the
fruit of the oil
palm), coconut
oil [fruits of the
coconut palm),
rapeseed oil
(Brassicao
nﬂpm]l'
sunflower oil
[Helionthus

[ LTI |

The raw
miaterial
terpenes from
pine certified
by Forest
Stewardship
Council [FSC)
Xanthan Gum:
biotechnology;
Tapioca Starch:
naturally
derived from
tapioca; Algin:
naturally
derived from
brown
seaweed;
Sodium
Stearoyl
Lactylate:
biotechnology.

Vegetahle

1PPAL: Physically Processed Agro-Ingredients;
*CPAL: Chemically Processed Agro-Ingredients.
* raw materials certified and approved by COSMOS

** raw materials approved by COSMOS for use, not certified.

[Soccharum
officinarum), catakytic
hydrogenation,
purification; Glyceryl
Caprylate/Caprate
from wegetable origin
is melting at 40-50 "C
and added to
Pentylene Glycol, and
finally mixing at
ambient
temperature.

side-stream
turpentine
from the
paper
making
process

Continuous
etherification

Xanthan Gum: -
fermentation of

Elucose by

Xonthomonas

campestris; Tapioca
Starch: physical

processing of tapio;
Algin: physical

extraction of brown
seaweed; Sodium

Steanoyl Lactylate:
esterification of palm

oil [RSPO Mass

Balance] with
biotechnobogically
ohbtained lactic acid.
Extraction followed -
by purification of

Tremeilo fuciformis
SpOrocarg.
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PPAl=5 %
CPAI=95 %

PRAI=100 %
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Sustainable raw materials

|

Centella asiatica L.
extract and
bioferment

Emulsifie
rs

I
Cold emulsification process
I
Sustainable emollient plus topical formulations
I

% Hand
cream

Face
cream

Atopic skin with barrier dysfunction

| | R
Lipi Hydrati
ds on . .

Effects after 4 weeks of testing

v
I 18 . L l
Hydrati m Desquamati Roughnes
on on T s

|

Smoothne

Skin barrier in atopic dermatitis: impact of sustainable emollients
with Centella asiatica L. bioferment and extract
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Our study exemplifies a significant reduction in epidermis roughness and desguamation with
considerably improved skin hydration and smoothness. Therefore, we demonstrate the in vivo proven
ability of sustainable emollient plus topical formulations with Centello asiotica L. extract/bioferment
to rebuild the epidermal barrier and influence key symptoms of AD.
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Figure 1. Stratum corneum hydration in the experimental {n = 10) and control (n = 10} groups of
adult volunteers with AD; [a) SCH values (mean + 50) for the non-treated skin and after 2 weeks and
55 4 weeks of using body lation, face cream, and hand cream; (b) changes in SCH values (2 weeks vs.
58 baseline and 4 weeks vs. baseline). Lower values of SCH are frequently associated with the

rwsfunrtinn af the skin harrier
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(a) B 2aseline
W After 2 weeks
bady lotson face cream hand crwam B After 4 weels

Smoothness, SEsm [AU)
g
2

100.00
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Group
b
( ) .gx:ll'\en« 1 fafter 2 weeks -
lnve)
body Jotion face cream hand cream .‘ﬂ-‘m”ﬂ"i¢ 2 jatter 4 weeks -
baseliow)
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0o
2 ’
! 00
&
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g -
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comtrol experimental contral experimental control experumental
Group

Figure 2. Smoothness of epidermis (expressed as SEsm parameter, AU) in the experimental (n = 10)
and control (n = 10) groups of adult volunteers with AD; (a) SEsm values (mean £ SD) for the non-
treated skin and after 2 weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b)
changes in SEsm values (2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseline). The lower the value of the

SEsm parameter, the smoother the skin.
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38 Figure 3. Measurements of smoothness on AD skin in one of the volunteers, performed by

LCoOoONOWLAEWN =

40 VISIOSCAN® VC20 plus camera; pictures (1)-(3) taken after using body lotion, hand cream, and face
cream, respectively; images (a)-(c) for the baseline and 2 weeks or 4 weeks of use of the
45 experimental product, respectively. The dark grays represent lines and wrinkles on the skin,

47 whereas the bright colors represent extremely dry areas of the epidermis.
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Figure 4. Roughness of epidermis (expressed as SEr parameter, AU) in the experimental (n = 10) and
control (n = 10) groups of adult volunteers with AD; (a) SEr values (mean + SD) for the non-treated
skin and after 2 weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in
SEr values (2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseline). An increase in the value of the SEr

parameter indicates a decrease in the skin roughness.
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(a) B Baselive
B After 2 weeks
body lotion face cream hand cream B After 4 weeks

COONOWLmLEWN =

w
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51 Figure 5. Desquamation index (expressed as SEsc parameter) in the experimental (n = 10) and

53 control {n = 10) groups of adult volunteers with AD; (a) SEsc values (mean + SD) for the non-treated
skin and after 2 weeks and 4 weeks of using body lotion, face cream, and hand cream; (b) changes in
58 SEsc values (2 weeks vs. baseline and 4 weeks vs. baseline). The lower the SEsc value, the more

60 hydrated the epidermis.
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39 Figure 6. Desquamation of corneocytes measured with Corneofix® F20 tape and Visioscan® VC20
plus camera. The special adhesive foil is applied to the skin and then removed to collect the

a4 corneocytes and assess the desquamation index; the software takes into account the number, size
46 and thickness of the corneocytes. Images of the AD skin of one volunteer after use of experimental
48 products: body lotion (1), hand cream (2), and face cream (3); images (a)-(c) for the baseline, 2

50 weeks, or 4 weeks of use of the experimental product, respectively. Different colors indicate five
different levels of thickness of the corneocytes flakes: red - very thick flakes, orange ~ thick flakes,
55 green = medium thickness, light and dark blue - the least thickness; black color shows the

57 background.
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Table 1. The age characteristics of the control and experimental groups.

AGE
Contral group Experimental group Tatal group

Mean a3 39 41
Median A4 32 42
s5D 8.7 a.7 9.2
Minimum age 29 21 21
Maximum age 54 51 54
pvalue 0.356 -
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Table 2. Participation criteria defined for in vivo tests.

The inclusion criteria The exclusion criteria

Apge: 18 years or more; Pregnancy or breastfeeding;

[P REET. T S PRy p—

Mild to moderate atopic dermatitis and sensitive skin; Severe atopic dermatitis;

11 Chronic or recurrent, pruritic lesions with characteristic Pharmacaological therapy.
12 distribution on the skin;

14 Pasitive family history of allergic conditions;

16 No need for pharmacological treatment during the product
17 testing;

19 Lack of any other accompanying skin diseases.
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E CONSORT 2010 checklist of information to include when reporting a randomised trial*
Item Reported on page
Section/Topic No  Checklist item No
Title and abstract
1a  Identification as a randomised trial in the title Mo
1b  Structured summary of trial design, methods, results, and conclusions ffer spacific guidance see CONSORT for abstracts) _Yes - p.3
Introduction
Background and 2a  Scientific background and explanation of rationale Yes=p.5
objectives 2b  Specific objectives or hypotheses Yes - p6
Methods
Trial design 3a  Description of trial design (such as parallel, factorial) including allocation ratio Yes=p.7
3b  Important changes to methods after trial commencement (such as eligibility criteria), with reasons MIA
Participants 4a  Eligibility criteria for participants Yes—p.7
4b  Settings and locations where the data were collected Yes - p.& + Data 51
Interventions 5 The interventions for each group with sufficient details to allow replication, including how and when they Yes=p.8
were actually administered
Qutcomes 6a Completely defined pre-specified primary and secondary outcome measures, including how and when they  Yes - p.&
were assessed
6b  Any changes to trial outcomes after the trial commenced, with reasons MUA
Sample size 7a How sample size was determined A
7b  When applicable, explanation of any interim analyses and stopping guidelines [
Randomisation:
Seguence 8a  Method used to generate the random allocation sequence Yes—p.7
generation 8b  Type of randomisation; details of any restriction (such as blocking and block size) A
Allocation L] Mechanism used to implement the random allocation sequence (such as sequentially numbered containers), Yes - p.7
concealment describing any steps taken to conceal the sequence until interventions were assigned
mechanism
Implementation 10 Who generated the random allocation sequence, who enrolled participants, and who assigned participants Yes-p.8
to interventions
Blinding 11a  If done, who was blinded after assignment to interventions (for example, participants, care providers, those Yes — Data 51

CONSORT 2010 checkiist

Page 1
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] assessing outcomes) and how

2 11b K relevant, description of the similarity of interventions /A

3 OSiatistical methods 12a  Stafistical methods used to compare groups for primary and secondary outcomes Yes = p.8-9

; 12b  Methods for additional analyses, such as subgroup analyses and adjusted analyses MNJA

& Results

7 Participant flow (a 13a  For each group, the numbers of participants who were randomly assigned, received intended treatment, and Yes - p.10

g diagram is strongly were analysed for the primary outcome

i recommended) 13b  For each group, losses and exclusions after randomisation, together with reasons /A

11 Recruitment 14a Dates defining the periods of recruitment and follow-up Yes — Data 51
12 14b  Why the trial ended or was stopped N/A

}i Baseline data 15 A table showing baseline demographic and clinical characteristics for each group Yes—p.7

15  MNumbers analysed 16  For each group, number of participants {denominator) included in each analysis and whether the analysis Yes - p.10-21
16 ‘was by original assigned groups

1; Outcomes and 17a  For each primary and secondary outcome, results for each group, and the estimated effect size and its Yes - p.11-21
g estimation precision (such as 95% confidence interval)

20 17b  For binary outcomes, presentation of both absolute and relative effect sizes is recommended M/A

21 Ancillary analyses 18  Results of any other analyses performed, including subgroup analyses and adjusted analyses, Yes = p.10

ii distinguizhing pre-specified from exploratory

24 Harms 18 Al important harms or unintended effects in @ach Qroup (for specific guidance ses CONSORT for harms) M/A

i: Discussion

57 Limitations 20 Tnal limitations, addressing sources of potential bias, imprecision, and, if relevant, multiplicity of analyses /A

28 Generalisability 21 Generalisability (external validity, applicability) of the tnal findings Yes—p23

;3 Interpretation 22 Interpretation consistent with results, balancing benefits and harms, and considering other relevant evidence _Yes — p.11-22
31 Other information

32 Registration 23  Registration number and name of trial registry Yes — Title Page
33 protocol 24  Where the full trial protocol can be accessed, if available WA

g; Funding 25  Sources of funding and other support (such as supply of drugs), role of funders M/A

36

a7 *We strongly recommend reading this statement in conjunction with the CONSORT 2010 Explanation and Elaboration for important clarifications on all the items. If relevant, we also
gg recommend reading CONSORT extensions for cluster randomised trials, non-inferiority and equivalence trials, non-pharmacological treatments, herbal interventions, and pragmatic trials
40  Additional extensions are forthcoming: for those and for wp to date references relevant to this checklist, see www conson-statement.org.

41

42

43 CONSORT 2010 checkkst Page 2
44

45

46
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