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1. Streszczenie w jezyku polskim

Stosowanie surowcow pszczelich (gat, Apis Mellifera) w leczeniu chorob
1 pielggnacji skory ma wielotysiacletnig tradycj¢. Doniesienia o wykorzystaniu miodu
W zaopatrywaniu ran si¢gaja starozytnosci. W czasach nowozytnych podejscie
do produktow kosmetycznych i leczniczych uleglo znacznym zmianom, obejmujac
zardwno regulacje prawne dotyczace bezpieczenstwa ich stosowania, jak 1 rozwoj
medycyny opartej na dowodach naukowych. Pomimo zmian w wiedzy i1 podejsciu
do produktéw dermatologicznych, surowce pszczele nadal budzg duze zainteresowanie
badaczy. Eksperymenty obejmujg m.in. analiz¢ sktadu chemicznego miodéw z réznych
ro$lin, propolisu z réoznych regionéw $wiata, ich aktywnosci farmakologicznej, a takze
sposobdéw wprowadzenia tych surowcéw do produktow przeznaczonych do aplikacji
na skore. Badania nad technologiami formulacji lekéw 1 kosmetykow wykorzystuja
chemiczne wlasciwos$ci mieszanin do sterowania ich cechami fizykochemicznymi,
aplikacyjnymi oraz biodostgpnoscia substancji czynnej.

W niniejszej pracy opracowano, scharakteryzowano i skomercjalizowano nowe
technologie no$nikdw zawierajacych surowce pszczele: organozel z 90% w/w ekstraktu
z propolisu oraz krem typu olej w wodzie z 5-15% w/w miodu. Cykl trzech publikacji
naukowych niniejszej rozprawy opisuje kolejne etapy prac nad najlepiej rokujacymi
technologiami, stworzonymi w celu poprawy efektywno$ci stosowania produktow
zawierajacych surowce pszczele. Ostatnim etapem przedmiotowych badan byto
technologiczne wdrozenie dwoch produktéw w przedsigbiorstwie farmaceutycznym.

Prace badawcze opublikowane w ramach niniejszej rozprawy obejmuja kolejno:
- P1 [Przem. Chem., 2021, 100.6, 600-605] przeglad publikacji zwigzanych z badaniami
technologii no$nikdw wykorzystujacych propolis lub jego przetworzong postac.
Publikacje zostaly pogrupowane i opisane. Przeglad, wraz z przyktadami charakterystyki
poszczeg6lnych technologii, mial na celu utatwienie doboru no$nika przeznaczonego
do wytworzenia nowego produktu zawierajagcego trudno rozpuszczalng substancje
aktywng — propolis.

- PAT1 [WUP UPRP 2022, 43, 5] patent opisujacy sposob przygotowania technologii
organozelu krzemionkowego umozliwiajacego inkorporacje wysokiej zawartosci (>90%
wag.) propolisu.

- P2 [Materials 2025, 18, 266] publikacje eksperymentalng charakteryzujaca

przedstawiony w patencie organozel krzemionkowy. Charakterystyka obejmowata



badania  struktury, reologii, stabilno$ci, uwalniania  substancji  aktywnej
oraz charakterystyki aplikacyjnej. Organozel skladajacy si¢ glownie z glikolu
propylenowego 1 krzemionki wykazal wysoka stabilno$¢ fizyczng oraz termiczng
— co jest nietypowe dla grupy technologicznej organozeli. Kolejng cecha odrdzniajaca
badang technologi¢ od popularnych w medycynie organozeli byla czeSciowa
lub catkowita transparentno$¢ masy, a takze nietypowa zmiana profilu reologicznego
pod wplywem wodnego roztworu zasady. Organozel krzemionkowy, zawierajacy
10% (w/w) ibuprofenu, wykazat profil uwalniania charakteryzujgcy si¢ 80%-owym

uwolnieniem tej substancji aktywnej w ciagu 1 doby.

P3 [Pharmaceuticals, 2024, 17, 1709] publikacj¢ eksperymentalng opisujgca badania
wplywu stezenia miodu (0-15% w/w) w kremie O/W z zawartos$cig 2-metylo-1,3-
propanodiolu na parametry aplikacyjne i biofizyczne skory. Badania uwzgledniaty
kwestionariusze wypetniane przez ochotnikdéw, a takze badania poziomu nawilzenia
skory, przeznaskorkowej utraty wody, poziomu elastycznosci skory, jej gladkosci,
powierzchni zmarszczek i1 $redniej glebokoSci zmarszczek. Badania wykazaly brak
istotnych statystycznie rdznic w ocenie aplikacyjnej poszczegdlnych kremow. Réznice
odnotowano natomiast w przypadku pomiardw poziomu nawilzenia skory
oraz glebokosci zmarszczek. Biorgc pod uwage poréwnanie kremow zawierajacych
miod do kremu placebo, eksperyment udowodnit korzystny wptyw miodu zawartego

w formulacji na poprawe parametréw skory.



2. Streszczenie w jezyku angielskim

The use of bee-derived raw materials (Apis mellifera species) in treating diseases
and skin care has a tradition spanning thousands of years. Reports on the use of honey
for wound care dates back to antiquity. In modern times, approaches to cosmetic
and medicinal products have changed significantly, including legal regulations regarding
their safety and the development of evidence-based medicine. Despite advancements
in knowledge and strategies to dermatological products, bee-derived raw materials
continue to attract significant interest from researchers. Experiments focus on, among
other things, the chemical composition of honey from various plants, propolis from
different regions of the world, their pharmacological activity, and methods
of incorporating these raw materials into products intended for skin application. Research
into drug and cosmetic formulation technologies utilizes the chemical properties
of mixtures to control their physicochemical characteristics, application properties,
and the bioavailability of the active ingredient.

In this work, new carrier technologies containing bee-derived raw materials were
developed, characterized, and commercialized: an organogel with 90% w/w propolis
extract and an oil-in-water cream with 5-15% w/w honey. The cycle of three scientific
publications in this dissertation describes subsequent stages of work on the most
promising technologies, created to improve the efficacy of products containing bee-
derived raw materials. The final stage of the research was the technological
implementation of two products in a pharmaceutical company.

The research published in this dissertation includes:

- P1 [Przem. Chem., 2021, 100.6, 600-605] a review of publications related to carrier
technologies using propolis or its processed form. The publications were grouped
and described. The review, along with examples of the characteristics of individual
technologies, aimed to facilitate the selection of a carrier intended for the production
of a new product containing a poorly soluble active substance — propolis.

- PAT1 [WUP UPRP 2022, 43, 5] a patent describing a method for preparing silica-based
organogel technology enabling the incorporation of a high content (>90% wi/w) of
propolis.

- P2 [Materials 2025, 18, 266] an experimental publication characterizing the silica-based
organogel presented in the patent. The characterization included studies of structure,
rheology, stability, active substance release, and application properties. The organogel,



consisting mainly of propylene glycol and silica, showed high physical and thermal
stability, which is atypical for the organogel technology group. Another distinguishing
feature of the studied technology compared to those commonly used in medicine was
the partial or complete transparency of the gel, as well as an unusual change
in the rheological profile when exposed to an aqueous alkali solution. The silica-based
organogel, containing 10 wt. % ibuprofen, demonstrated a 80% release of the active
substance into the solution within 24 hours.

- P3 [Pharmaceuticals, 2024, 17, 1709]an experimental publication describing studies
on the impact of honey concentration (0-15% w/w) in an O/W cream containing 2-methyI-
1,3-propanediol on the application properties and skin parameters. The studies included
questionnaires completed by participants, as well as measurements of skin hydration,
transepidermal water loss, skin elasticity, smoothness, wrinkle surface, and average
wrinkle depth. The studies showed no statistically significant differences
in the application assessment of the individual creams. Differences, however,
were observed in the measurements of skin hydration levels and wrinkle depth.
When comparing creams containing honey to the placebo cream, the experiment
demonstrated the beneficial effect of honey in the formulation on improving skin

parameters.
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4. Przewodnik po publikacjach stanowigcych
rozprawe doktorska

4.1. Wykaz skrotow i definicji stosowanych w rozprawie

CFU - Colony Forming Unit — ilos¢ jednostek mikroorganizmoéow zdolnych do
stworzenia kolonii tego mikroorganizmu.
Emulsja lub krem O/W — emulsja charakteryzujaca si¢ Wewnetrzng fazg olejowa
(lipofilowa) oraz zewngtrzng faza wodng (hydrofilowa)
Emulsja lub krem W/O — emulsja charakteryzujgca si¢ wewnetrzng faza wodng
(hydrofilowa) oraz zewnetrzng faza olejowa (lipofilowq)
Krzemionka koloidalna — w badaniach wykorzystywano krzemionke koloidalng
0 nazwie handlowej CAB-O-SIL M-5 (produkcji Cabot
Corporation) i powierzchni 175 - 225 m%/g
LO — Lecithin Organogel — organozel, w ktorym zelator stanowi strukturalna sie¢
mig¢dzyfazowa zbudowana z lecytyny
MBC — Minimal Bactericidal Concentration — minimalne st¢zenie substancji aktywne;j,
doprowadzajace do $mierci 99,9% CFU w 1 ml
Metylpropanediol - 2-metylo-1,3-propanodiol
MIC — Minimal Inhibitory Concentration — minimalne st¢zenie substancji aktywne;j,
doprowadzajace do zatrzymania rozwoju i podzialu mikroorganizmu
Organozel krzemionkowy — organozel, w ktorym zelator stanowi krzemionka koloidalna
PEE (lub EEP) — Propolis Ethanol Extract — ekstrakt etanolowy z propolisu; jezeli
nie podano inaczej, najczesciej dotyczy stezenia 10% wag/wag
PEG 400 — glikol polietylenowy o masie molowej ~400g/mol
PG — propylene glycol — glikol propylenowy
PLO — Pluronic-Lecithin Organogel — organozel, w ktorym Zelator stanowi strukturalna
sie¢ migdzyfazowa zbudowana z lecytyny i roztworu poloksameru 470
Synereza — zjawisko zwigzane z niestabilno$cig masy, objawiajace si¢ oddzielaniem
frakcji ciektej od frakcji statej. Wymuszona synereza to zjawisko
indukowane silg dzialajagcg na mase (np. ci¢zar, sita odsrodkowa itd.)

TEWL — Transepidermal water loss — przeznaskérkowa utrata wody, wyrazona w g/m?/h
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4.2. Wstep teoretyczny

Nowe technologie masci leczniczych — jak to wyglgdato w przesztosci?

Technologia postaci  produktow  dermatologicznych  (leku, kosmetyku)
jest dynamicznie ewoluujagcg dziedzing. Wzmianki o przygotowywaniu masci
1 opatrunkéw aplikowanych miejscowo na skore siegaja medycyny starozytnych
Egipcjan, Babilonczykow i Chinczykow, z lat 2000-3000 p.n.e. Wowcezas jako postac
produktu podawanego miejscowo na skore stanowily samodzielne substancje uznawane
w owczesnej medycynie za lecznicze - na przyktad miod, mleko, oleje roslinne (oliwa,
olej sezamowy), sol kamienna, glinki, wyciagi roslinneV. Jednym z kamieni milowych
w rozwoju preparatdow dermatologicznych byty receptury opisane przez greckiego
lekarza 1 farmaceuty Galena. Medyk z powodzeniem wykorzystywat substancje,
ktore stuzyly do modyfikowania wtasciwosci fizykochemicznych substancji aktywnej.
Na przyktad, alkohole pomagaty w ekstrakcji surowcow roslinnych, zywice doskonale
nadawaly si¢ jako klej do opatrunkéw leczniczych, a tluszcz zwierzecy miat zdolnosé
zawieszenia i rozcienczenia substancji aktywnej w celu tatwiejszego i bezpieczniejszego
podania jej na skore pacjenta®. Przetom XIX i XX wieku byt poczatkiem rozwoju
wytwarzania makroemulsji W/O (woda w oleju) i O/W (olej w wodzie), ktore stanowia
obecnie, obok receptur hydrozeli, najczes$ciej wykorzystywane podloza produktow
leczniczych do uzytku zewnetrznego oraz produktow kosmetycznych®. Dalszy rozkwit
technologii produktow dermatologicznych w XX wieku mial charakter wielotorowy.
Ekspansja nauk farmaceutycznych, w szczego6lnosci farmakokinetyki i farmakodynamiki,
przyczynita si¢ do zrozumienia wplywu substancji czynnej i towarzyszacego jej podtoza
(nosnika) na biodostepnos¢ 1 efekt terapeutyczny leku. Jednoczesnie rozwdj 1 pojawianie
si¢ wielu nowych substancji aktywnych stworzylo potrzebe poszerzania wachlarzu
technologii nos$nikow dla czasteczek aktywnych (na przykiad poprawiajacych
rozpuszczalno$¢ substancji lub ich penetracje do miejsca dziatania)®. Konsekwencja tego
zapotrzebowania byt rozw6j metod badawczych stuzacych do okreslania cech no$nikow
(np. badania mikroskopowe, potencjalu zeta, charakterystyki reologicznej), a takze
pojawianie si¢ wielu nowych substancji pomocniczych, wspierajacych postep technologii
(np. emulgatory do tworzenia emulsji cieklokrystalicznych).

Efektem przedstawionego wyzej rysu historycznego technologii postaci leku

i kosmetyku sg bardzo szerokie mozliwosci tworzenia i charakteryzowania zupehnie
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nowych nosnikow stuzacych do uwalniania substancji aktywnych farmakologicznie.
Obecnie zaawansowane technologie obejmujg struktury takie jak: technologie
pecherzykowe, mikroemulsje, nanonos$niki, organozele, ktére charakteryzujg si¢
udoskonalonymi atrybutami wzgledem technologii klasycznych: makroemulsji O/W

i W/O, hydrozeli, oleozeli, proszkow®®

. NajczeSciej usprawnienia zwigzane sa
z aspektami biodostepnosci substancji aktywnej. Poczawszy od umieszczenia
dostatecznie wysokiego stezenia substancji aktywnej w no$niku (wlasciwos¢ szczegdlnie
istotna dla substancji trudno rozpuszczalnych), przez sposdb uwalniania z postaci
leku/kosmetyku (np. systemy transdermalne), na penetracji przez blony komorkowe
konczac (np. liposomy). Z drugiej strony ewolucja technologii wytwarzania moze
dotyczy¢ takze poprawy parametréw sensorycznych i1 tym samym atrakcyjnos$ci
aplikacyjnej produktu, co jest szczegélnie wazne dla rozwoju produktow
kosmetycznych®. Na tym etapie kluczowe staje si¢ pytanie, jak moze wygladaé

konstrukcja i badanie nowych technologii.

,, Potrzeba matkq wynalazkow”

Znaczna ilo$¢ parametréw wejsciowych 1 wyjsciowych podczas opracowywania
nowych produktow dermatologicznych sprawia, ze jest to dziedzina nadzwyczaj
atrakcyjna dla badaczy. Eksperyment badawczy przygotowywany na poczet stworzenia
nowej lub udoskonalenia istniejgcej juz technologii wytwarzania produktu do uzytku

zewngtrznego mozna przedstawi¢ za pomoca nastepujgcego schematu (Rysunek 1):

4 )

Schemat badawczy nowego produktu/nosnika

DANE WEJSCIOWE DANE WY)SCIOWE
Parametry Cechy
proce-su fizyko-chemiczne
technologicznego PROCES
WYTWARZANIA
Sktad Cechy
ja_kO’SL:IOWO' aplikacyjne
ilosciowy
% J

Rysunek 1 Schemat ilustrujacy proces badan nad nowa technologia wytwarzania produktow dermatologicznych
(wtasna koncepcja).
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Gdzie kazdy produkt koncowy lub sam no$nik (nie zawierajacy substancji aktywnej)
mozna opisa¢ zbiorem danych:

a) Wwejsciowych, zawierajgcych zmienne niezalezne i zmienne kontrolne, na ktore

sktadajg sie:

- parametry procesu technologicznego w przyjetej dla eksperymentu skali
wytwarzania, przykladowo czas homogenizacji, czas pgcznienia polimeru,
predkos¢ rotora homogenizujacego, temperatura wylewania itd.

- sktad jako$ciowo-ilosciowy, ujety w sposéb precyzyjny, uwzgledniajacy
specyfikacje uzytych w recepturze surowcow.

b) wyjsciowych, uwzgledniajacych pozadane w eksperymencie zmienne zalezne,

na ktore mogg sktadac sie:

- cechy fizyko-chemiczne, przyktadowo: lepkosc¢, indeks polidyspersji, stabilno$é
termiczna i dlugoterminowa, obrazowanie struktur skaningowym mikroskopem
elektronowym itd.

- cechy aplikacyjne w kontek$cie oddziatywania preparatu na skore (ludzka
lub zwierzeca), w szczegdlnosci badanie alergii kontaktowej, penetracji
substancji aktywnej w glab skory, badanie poziomu nawilzenia skory, badanie
odczu¢ sensorycznych ocenianych za pomocga kwestionariuszy itd.

Po precyzyjnym okresleniu celu eksperymentu (np. uzyskanie stabilnego fizycznie
produktu zawierajacego minimum 50% w/w ekstraktu z propolisu), badacz moze
skorzysta¢ z juz istniejacych technologii i dokona¢ modyfikacji co najmniej jednej dane;j
wejsciowej (kontrolnej) Tub podjac¢ probe utworzenia zupetnie nowej technologii, ktora
hipotetycznie moze odznacza¢ si¢ pozadanymi cechami (dane wyjsciowe, zalezne).
Drugim aspektem eksperymentu jest prawidtowy dobor technik i metod pomiaru danych
wyjsciowych.

Badania opisane w niniejszej pracy uwzglednialy wykorzystanie nowych
technologii na poczet wytwarzania produktow zawierajgcych surowce pszczele. Dlatego

warto blizej przyjrze¢ si¢ specyficznym cechom tych sktadnikow.
Surowce pszczele — potencjal i wyzwania
Wiele substancji czynnych znalazlo juz swoje odzwierciedlenie w cenionych

na rynku aptecznym produktach. Mimo tego, nadal istnieja nisze technologiczne,

ktore nie zostaly jeszcze w pelni wykorzystane lub przebadane. W tym miejscu trafnym
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moze by¢ przywolanie przypadku surowcow pszczelich stanowigcych przedmiot
niniejszej pracy. Przyktadowo, badacz w obliczu stworzenia produktu przeznaczonego
do kontaktu z btonami §luzowymi, a zawierajagcego wysokie stezenie propolisu,
ma do dyspozycji ograniczony zasob odpowiednich do tego celu technologii
wytwarzania. Jest to zwigzane glownie z tym, ze propolis, bedacy substancjg zywiczna,
charakteryzuje si¢ wtasciwosciami hydro- i lipofobowymi'®. Ponadto sam nosnik
musialby wykazywaé¢ wilasciwosci mukoadhezyjne, np. zawiera¢ polimer zdolny
do tworzenia wiazan wodorowych z btona §luzowa, co dodatkowo komplikuje zadanie?.
Za inny przyktad moze postuzy¢ miod, ktéry charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscig
cukrow prostych, a takze niskg temperatura zeszklenia, wywotujaca odczuwalny efekt
klejenia*? 1. W obliczu takich cech miodu jako substancji aktywnej, stworzenie
atrakcyjnej sensorycznie formuly produktu kosmetycznego zawierajacego wysokie
stezenie miodu, na przyktad >10% w/w moze stanowi¢ niemate wyzwanie. Opisane
cechy surowcow pszczelich byly inspiracjg do zaprojektowania badan, ktore stanowig
podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej. Aby uzupehi¢ teoretyczne podstawy pracy,
warto przyjrze¢ si¢ wyjatkowym wilasciwosciom tych surowcow, ktore nadaja im wysoka

warto$¢ zarowno z biznesowego, jak i naukowego punktu widzenia.

Pszczele ztoto — jakie wlasciwosci sprawily, Ze miod porownano do cennego kruszcu?

Pszczota miodna (Apis Mellifera) jest najczestszym gosciem roslin kwiatowych,
odpowiadajac srednio za 13% wizyt w kielichach kwiatow. Bedac takze najczgstszym
wizytatorem monokultur rolniczych, pszczota miodna jest najbardziej rozpoznawalnym
i cenionym przez ludzko$é¢ zapylaczem!®. Rownie imponujace sa zdolnosci pszczot
do wytwarzania produktow wykorzystywanych przez ludzi do celéw spozywczych,
pielegnacyjnych 1 leczniczych. Wykorzystywanymi przez ludzi surowcami s3: miod,
propolis (kit pszczeli), pytek pszczeli, mleczko pszczele, wosk pszczeli i jad pszczeli
(Rysunek 2).
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Miod

N

pszczeli
Wosk Jad
pszczeli Q. pszczeli
Pytek Mleczko
pszczeli pszczele

Rysunek 2 Surowce pszczele wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym.
(whasna koncepcja).

Pierwsze wzmianki o leczeniu za pomoca surowcdéw pszczelich (api-terapii) pochodza
z czasoOw starozytnego Egiptu, siggajacych nawet 5000 r. p.n.e. Woéwczas znane byto
zaopatrywanie ran miodem®®. Mozna wigc uznaé surowce pszczele za jedne
z najstarszych, wykorzystywanych przez ludzi substancji aktywnych. Surowce
te wzbudzaja zainteresowanie badaczy do dni dzisiejszego, dlatego o skutecznym
wykorzystywaniu miodu (np. miodu manuka) w terapii ran przeczyta¢ mozna takze
W biezacych eksperymentach®®. Na uwage zastuguje fakt, ze oprocz poszukiwan miodu
najefektywniejszego w terapii ran, rownolegle prowadzone sa badania nad nowymi
technologiami wspomagajacymi dziatanie tej substancji aktywnej. Przyktadem moze by¢
midd inkorporowany do zroznicowanych struktur nanoczgstek w celu spotggowania
dziatania przeciwbakteryjnego z jednoczesnym przyspieszeniem regeneracji tkanek
W miejscu zranienia'?).

Proces wytwarzania nowej postaci produktu dermatologicznego musi
uwzglednia¢ w szczegélnosci mechanizm dzialania i cechy substancji aktywnej.
Przyktadowo, technologia wymagajaca procesowania substancji aktywnej w wysokiej
temperaturze, np. 70-75 °C, wykluczy warto$¢ zastosowania tej technologii dla wszelkich
substancji termolabilnych. Warto zatem przyjrze¢ si¢ mechanizmom dziatania miodu
pszczelego. OdpowiedZ na to pytanie jest $ciS§le powigzana z chemiczng kompozycja
miodu. Sktad tego surowca zalezny jest przede wszystkim od regionu i zrodta, czyli roslin
miododajnych, z ktorych pszczoty pozyskuja nektar. Najwazniejszymi sktadnikami

miodu s3 cukry proste: fruktoza i glukoza, stanowiace zwykle okolo 75% masy miodu
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i ponad 90% jego suchej masy® 9. Tak wysokie stezenie rozpuszczonych cukrow
wytwarza srodowisko o wysokim ci$nieniu 0sSmotycznym, co w potaczeniu z niskim pH
miodu, wynikajacym z zawarto$ci kwasow organicznych, tworzy srodowisko
niekorzystne dla drobnoustrojow. Uwaza si¢ jednocze$nie, ze najwickszy wplyw
na dzialanie bakteriobojcze miodu ma nadtlenek wodoru wytwarzany przez enzym
- oksydaze glukozy??. Inng wazna wilasciwoscia miodu, $cisle zwigzana z wysoka
zawartos$cig glukozy i fruktozy jest dzialanie nawilzajace skore, cO wywotane jest
zdolno$cia cukrow do wiazania wody poprzez wiazania wodorowe?V). Wspierajacy
wpltyw na kondycje skéry maja takze zawarte w miodzie aminokwasy i1 zwiazki
mineralne. Ostatecznie to jednak zwigzki fenolowe, o silnych wlasciwosciach
redukujacych, uznawane s3 za najcenniejsza grupe zwigzkéw wspomagajacych
pielggnacje skory. Ich obecno$¢ definiuje dziatanie przeciwzapalne, regenerujace, a takze
ochronne w stosunku do DNA.. Jednym z popularnych badan wykorzystywanych w celu
zbadania zdolno$ci przeciwrodnikowej miodu jest analiza spektrofotometryczna
z wykorzystaniem stabilnych rodnikéw DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl)??.
Kolejnym surowcem pszczelim, ktory stal sie przedmiotem niniejszej pracy
jest propolis, czyli kit pszczeli. Swoje zastosowanie w dermatologii zawdzigcza bardzo

28), przeciwwirusowym??,

silnym wlasciwosciom przeciwzapalnym
przeciwgrzybiczym?), przeciwbakteryjnym?) i przeciwpasozytniczym?”. Szerokie
spektrum aktywnosci przeciwko licznym szczepom patogennych mikroorganizmow
sprawia, ze propolis moze stanowi¢ jedng z najbardziej uniwersalnych substancji
wykorzystywanych w dermatologii?®. Co wigcej, propolis i jego przetworzone formy
nie wzbudzaja obaw pod wzgledem badan toksykologicznych?®, dlatego produkty
zawierajace ten surowiec dostepne sa bez recepty. Z punktu widzenia chemizmu,
oczyszczony/wyekstrahowany propolis jest skoncentrowang mieszaning flawonoidow,
terpenoidow 1 zwigzkow fenolowych, ktorych doktadna kompozycja moze rdézni¢ si¢
w zaleznosci od regionu geograficznego oraz roslin wizytowanych przez pszczoty>?.
Wszystkie wymienione grupy substancji sg trudno rozpuszczalne w wodzie, przy czym
frakcja kwasoéw fenolowych ma zdolno$¢ rozpuszczenia w roztworze wodnym
0 wysokim pH z uwagi na obecno$¢ grup karboksylowych. Pomimo, ze propolis moze
by¢ ekstrahowany rdéznymi rozpuszczalnikami, w tym woda 1 olejami naturalnymi,

to ekstrakt etanolowy z propolisu jest najczesciej wybierany jako substrat dla produktu

koncowego. Wynika to przede wszystkim z faktu, ze etanol oraz inne rozpuszczalniki
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organiczne s3 w stanie skutecznie ekstrahowac¢ frakcje zywicza, ktéra ma najwigkszy
wplyw na dziatanie przeciwdrobnoustrojowe kitu pszczelego®! 32,

Na przedmiot eksperymentéw skompletowanych w niniejszej pracy wybrano
midéd i propolis, jako surowce pszczele najbardziej pozadane z punktu widzenia

komercjalizacji wynikow efektow pracy.

4.3. CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo stworzenie, scharakteryzowanie
I skomercjalizowanie nowych technologii wytwarzania produktow dermatologicznych
zawierajacych wybrane surowce pszczele. Przedmiotowe technologie pod wzgledem
konstrukcji danych wejsciowych (sktadu i procesu wytwarzania) ukierunkowane byty
na zredukowanie wplywu negatywnych cech surowcoéw pszczelich na produkt koncowy,
w szczeg6lnosci:
- bardzo slabej rozpuszczalnosci propolisu, na potrzeby stworzenia zelu 0 wysokiej
zawartoS$ci propolisu (>80% w/w) w technologii zelu. Posta¢ zelu o wysokiej lepkos$ci
utatwilaby aplikacje i wielogodzinne utrzymywanie si¢ preparatu na skorze, natomiast
bardzo wysokie st¢zenie miatoby poprawiac efektywnos$¢ produktu w leczeniu schorzen
zwigzanych z chorobami zakaznymi skéry, np. opryszczka, tradzikiem, grzybica
paznokci®3 34,
- odczucia klejacej tekstury miodu, na potrzeby uzyskania sensorycznie przyjemnego
produktu kosmetycznego o wysokiej zawartosci (0-15% w/w) tego surowca®.
Natomiast w kontek$cie danych wyjsciowych, opisujacych charakterystyke produktu
koncowego, eksperymenty kontrolne miaty doprowadzi¢ do nastgpujacych wynikow:
- uzyskanie maksymalnej stabilnosci fizycznej (badania dtugoterminowe i wahadlowe
w komorze klimatycznej®®, badania zjawiska synerezy®”) i termicznej (wplywu
wysokiej temperatury, 70°C) nosnika zawierajacego ekstrakt propolisowy. Wyjasnieniem
jest potrzeba zapewnienia dlugoterminowej niewrazliwosci skomercjalizowanego
produktu koncowego na warunki przechowywania i uzytkowania. Jest to jednocze$nie
jedna z najwazniejszych cech warunkujacych uzyteczno$¢ nowo odkrytej technologii,
- wyznaczenia preferencyjnego, optymalnego stezenia miodu (0-15% w/w)
w kontekscie cech aplikacyjnych, badanych przy uzyciu kwestionariuszy
I aparaturowo: kutometrem, korneometrem, tewametrem i kamerami

wysokorozdzielczymi®. Sa to badania odpowiednio, pozwalajace na ocene odczué
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sensorycznych indywidualnych uzytkownikow, a takze na ocen¢ parametrow skory:
nawilzenia, elastycznosci, barierowo$ci, wielko$ci zmarszczek. Celem bylo ustalenie,
czy istnieje zasadno$¢ umieszczenia miodu wielokwiatowego w produktach
kosmetycznych oraz jakie jego st¢zenie jest optymalne w konteks$cie cech pozytywnych
I negatywnych. Metody badan kontrolnych eksperymentu zostaly dobrane tak,
aby wytworzone produkty koncowe udalo si¢ scharakteryzowac, opisa¢ i poréwnac
do innych technologii lub produktow przedstawionych w literaturze naukowej
— szczegoty badan zostang zaprezentowane w punkcie 4.3 niniejszej rozprawy.

Ostatnim celem byla komercjalizacja wynikéw prac, poprzez przeprowadzenie prob
wytwarzania i konfekcji w przedsigbiorstwie farmaceutycznym — szczegoty dotyczace
wdrozenia zostana przedstawione w punkcie 4.4. niniejszej rozprawy.

Cel pracy zostat obrany z nastepujacych powodow:

a) dostepna wiedza naukowa nie pozwalata na bezposrednie wskazanie rozwigzania
wyzej wymienionych probleméw badawczych. Technologie opisujace
inkorporacj¢ propolisu w nos$niku zazwyczaj byly ztozone i trudne
do komercjalizacji. Z kolei ilo$¢ danych zwigzanych z wykorzystaniem miodu
w recepturach kosmetycznych oraz efektach aplikacyjnych takich formut okazata
si¢ niewystarczajaca. Badania niniejszej pracy mialy poszerza¢ wiedze na temat
receptur zawierajacych surowce pszczele.

b) charakter wdrozeniowy niniejszej pracy (w ramach projektu doktorat
wdrozeniowy) mial polagczy¢ elementy warsztatu pracy badawczej
z komercjalizacjg efektow badan. W takim przypadku wykorzystanie nowych
technologii ujetych w patentach nie byloby mozliwe z uwagi na prawo patentowe.

C) w czasopismach naukowych sfera zwigzana z procesami formulacyjnymi
i technologicznymi (sekcja ,,Materials and Methods™) zazwyczaj uwzgl¢dnia
informacje o niskim stopniu szczegdétowosci, co utrudnia proby odtworzenia,
a w szczegolnosci skalowania eksperymentu.

Zatozonym efektem prac badawczych miata by¢ prezentacja nowej technologii
organozelu przeznaczonego do inkorporowania dowolnej substancji trudno
rozpuszczalnej w wodzie, a takze poszerzenie dostepnych informacji eksperymentalnych
na temat znaczenia stezenia miodu w formulacjach kosmetycznych w kontekscie
ich wptywu na mierzalne parametry skory.

Efekty badan prezentowanych w niniejszej rozprawie moga przynies¢ korzysci,

w szczegolnos$ci w obszarach:
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- chemii stosowanej i technologii postaci leku — dzigki poszerzeniu wiedzy na temat
dotychczas stosunkowo mato poznanej technologii organozeli krzemionkowych, dajac
tym samym mozliwo$¢ technologom tworzenia produktéw (np. lekow 1 kosmetykow)
0 nowym wachlarzu cech.

- dermatologii — dzigki poszerzeniu wiedzy na temat wlasciwosci aplikacyjnych miodu

oraz jego stezenia — w celu doboru efektywnej kosztowo kuracji skory suchej i dojrzate;.

4.4, Omowienie wynikow badan

P1 - G. Suwinski, I. Nowak, "Traditional and innovative technologies of drug delivery
systems for poorly water-soluble substance. Case study on an example of propolis.”,
Przem. Chem., 2021, 100.6, 600-605.

Najwazniejszym i jednocze$nie najbardziej ztozonym problemem badawczym niniejszej
pracy bylo opracowanie technologii umozliwiajacej inkorporacje mozliwie
jak najwigkszej ilosci propolisu do postaci zelu. Tak wysokie stezenie tej substancji
mogtoby pokry¢ wartosci MIC i MBC licznych patogennych szczepoéw bakterii, grzybow
i drozdzy. W celu opracowania podstaw teoretycznych pracy badawczej, dokonano
przegladu i1 omodwienia zaawansowanych technologii dostepnych 1 opisanych
w literaturze naukowej. Do poszukiwan receptur zawierajacych w sktadzie propolis
wykorzystana zostata multiwyszukiwarka prac naukowych w ustudze EBSCO Discovery
Service. W ten sposob odnalezione 82 prace badawcze (stan na dzien 19.04.2021r.)
zostaly pogrupowane kategoriami zaleznymi od nazwanej i/lub scharakteryzowanej

w danej pracy technologii (Rysunek 3).
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Rysunek 3 Tlosciowa segregacja prac technologicznych zawierajacych w sktadzie propolis lub jego sktadniki. Zrédto:
G. Suwinski, I. Nowak, ,,Tradycyjne i nowatorskie technologie systemow dostarczania leku dla substancji trudno
rozpuszczalnych w wodzie. Studium przypadku na przyktadzie propolisu” Przemyst Chemiczny 2021, 1, 6, 94-99.

Technologie
mukoadhezyjne

Nanostrukturalne

' Technologie stalych
mikro- i nanoczgstek

Jak zauwazyli Kalepu 1 Nekkanti, az 40% substancji aktywnych dost¢pnych
na rynku oraz blisko 90% substancji znajdujacych si¢ w procesie rejestracyjnym FDA
to substancje stabo rozpuszczalne w wodzie®. Z kolei przedstawiony tu przeglad badan
literaturowych wykazat, ze az 80 sposrod 82 prac dotyczgcych preparatyki formulacji
zawierajacych propolis zostato opublikowanych zaledwie dekade wczesniej®?. Zbieznosé
tych dwoch faktow pokazuje, jak potrzebny staje si¢ rozwdj nowych technologii,
ktére beda potrafily sprosta¢ wyzwaniom natury chemicznej stawianym przez nowe,
trudno rozpuszczalne czasteczki.

Wsrod interesujacych wnioskow z przegladu warto nadmienié, ze zaskakujaco
duzo opisow (az 14) dotyczyto technologii mukoadhezyjnych. Wskazuje to na rosnace
zainteresowanie postaciami leku wykorzystywanymi na przyktad w stomatologii. Ponad
to propolis jako naturalna substancja aktywna jest wykorzystywana przez stomatologow

40), stanéw zapalnych dziasel*V). Z kolei ginekolodzy

do leczenia objawow aftozy
i urolodzy wykorzystuja go do tagodzenia objawoéw opryszczki wywotanej wirusem
HSV-229. Przyktadowo, w pracy A. Aslani i Malekpour N, zwiazanej z aplikacja
propolisu na $§luzéwke dzigset, zbadano 10 nos$nikow mukoadhezyjnych cechujacych sig¢

zawarto$cig polimeréw bogatych w grupy hydroksylowe: glikol polietylenowy
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(PEG  400), hydroksypropylometyloceluloze =~ (HPMC) i  karboksylowe:
karboksymetyloceluloza sodu (NaCMC), polimer kwasu akrylowego (Carbopol 940).
W celu wytypowania formulacji najlepiej spetniajgcych swoje zadanie w zastosowaniach
na blony S$luzowe, wykorzystano szereg metod badawczych: ocen¢ mikroskopowa,
pomiar pH, oceng stabilnosci po wirowaniu Oraz po przechowywaniu w niskich
I podwyzszonych temperaturach, test sity mukoadhezyjnej, zawarto§¢ flawonoidow,
pomiar kinetyki uwalniania z postaci leku, a takze aktywnos$¢ przeciw szczepowi P.
gingivalis. Podczas badan dokonywano kwalifikacji poszczegdlnych formulacji,
a do kolejnych eksperymentéw wybierano tylko te, ktore zachowywaly stabilnos¢ oraz
najkorzystniejsze z perspektywy uzytkowania parametry. Ostatecznie do badan
mikrobiologicznych autorzy wytypowali tylko jedng formulacje zawierajaca: 1% (w/w)
Carbopolu 940 i 3% (w/w) NaCMC, a odznaczajacg si¢ optymalnym profilem uwalniania
I lepkoscig odpowiednig do zastosowan na blong Sluzowa. To wzorcowy przyktad opisu
eksperymentu stuzacego do screeningu (przegladu i kwalifkacji receptur)
oraz scharakteryzowania nowej technologii.

Nosniki mukoadhezyjne, podobnie jak organozele, ale takze technologie
tradycyjne (hydrozele, makroemulsje O/W i W/O) i niektére opatrunki bazujg przede
wszystkim na charakterystyce i metodach badan w skali makro — co potwierdza
omowiony przed chwilg przyktad. Podczas gdy wigkszo$§¢ nowoczesne technologii,
takich jak mikro- i nanoczastki oraz pgcherzyki, jest badanych pod katem charakterystyki
w mikroskali. Sg to miedzy innymi pomiary potencjatu zeta, efektywnos$ci enkapsulacji,
indeksu polidyspersyjnosci, dystrybucji (rozktadu) wielko$ci czastek, ich ksztattu oraz
struktury, a takze profilu kolorymetrii roéznicowej i widma absorpcji $wiatla
podczerwonego (IR). Nosniki substancji czynnej w skali mikro muszg ostatecznie zostac¢
wprowadzone do no$nikow w skali makro (zwykle sa to klasyczne technologie — ptyny,
emulsje), ale woOwczas substancja aktywna posiada juz zmodyfikowane cechy
— na przyktad pod wzgledem profilu uwalniania, czy rozpuszczalnosci. Technologie
moga posiada¢ zatem charakter mieszany i to ostatecznie badacz decyduje, ktore jej
elementy sg najistotniejsze oraz jakie metody badawcze sa najbardziej odpowiednie
do opisania jej specyfiki. Na rysunku 4 przedstawiono wizualizacje pogrupowanych
technologii.
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a) Hydrozel Emulsja O/W Emulsja W/0 I
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Rysunek 4 Wizualizacja réznych technologii wykorzystywanych jako no$niki: a) tradycyjne, w skali makro,
b) nowoczesne, w skali makro, c) nowoczesne, w skali mikro/nano (opracowanie wtasne).

W  kontrascie do przedstawionej wyzej preparatyki, koncentrujacej sie¢
na formulacji w skali makro, warto przytoczy¢ przyklad technologii no$nikow skali
mikro. Interesujace rozwigzanie zostato zaprezentowane przez zespot Guzman-Oyarzo
i in.*?. W skrocie, nanoporowate nosniki krzemowe zostaly uzyskane poprzez
oczyszczenie (chemiczne odtluszczenie z sonikacja), elektrochemiczne wytrawianie
etanolowym roztworem kwasu fluorowodorowego i elektropolerowanie. Nastepnie
otrzymano struktury poprzez wycigcie ostrzem diamentowym, zmielenie, poddanie
ultradzwickowej agitacji w $rodowisku etanolu, a na koncu utlenienie za pomoca
nadtlenku wodoru i oczyszczenie etanolem. Nanoporowate nosniki krzemowe zostaly
nastepnie umieszczone w 1% (w/v) roztworze chitozanu (pH=4), a nastepnie w roztworze
B-cyklodekstryny, podfosforynu sodu i kwasu cytrynowego. Probki zostaly oczyszczone,
a nast¢pnie poddane procesowi polimeryzacji cyklodekstryn in situ, w temperaturze

140°C. Tak przygotowany no$nik (bez substancji aktywnej) poddano analizom:
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potencjalu  zeta, spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera,
termograwimetrii oraz obrazowaniu skaningowym mikroskopem elektronowym.
Nastepnie do nosnika zatadowano pinocembryne i kwas kofeinowy (wytypowane
sktadniki propolisu) poprzez 12-godzinne wytrzasanie z roztworami tych substancji.
Na koniec dokonano pomiaru wydajnosci zatadunku (masa polifenoli w mikroczastkach
/ masa polifenoli w roztworze wyj$ciowym) i pojemnosci zatadunku (masa polifenoli
w mikroczastkach / masa pustych mikroczastek). Zbadano takze profil uwalniania
i cytotoksyczno$¢ skonstruowanych czgstek. Wynikiem zastosowania tej technologii byto
spowolnienie uwalniania polifenoli dzigki §rodowisku zelu B-cyklodekstryny okalajacego
nanoporowate struktury - wzgledem profilu uwalniania samych nanoporowatych
struktur. Jest to przyktad publikacji, w ktorej zasadnicze znaczenie miala identyfikacja
chemiczna i fizyczna wytworzonych no$nikow. Ztozono$¢ procesu technologicznego
wymagala takze rozbudowanych procesow kontroli jakosci i identyfikacji. Jest to rzadziej
spotykany przypadek, poniewaz w opisywanym tutaj przegladzie dominowaly prace
opisujace przede wszystkimbadania zwigzane z zastosowaniami medycznymi nowych
technologii.

Dobor poszczegolnych metod badawczych w dwoch opisanych wyzej
przyktadach wskazuje, ze nie ma jednego, uniwersalnego sposobu scharakteryzowania
technologii. Najczeg$ciej] wybierane sa metody charakterystyczne dla danej grupy
technologicznej. Kolejnym kontrastujacym przyktadem moga by¢ systemy
samomikroemulgujace (ang. SMEDDS — Self Emulsifying Drug Delivery System).
Za przyktad mozna wskazaé prace T. Wang i wspotpracownikow*®). W tym rodzaju
technologii kluczowa role w charakterystyce odgrywaja diagramy trojfazowe,
ktére wizualizuja proporcje faz umozliwiajace powstanie trwatej mikroemuls;ji.
W kompozycji wymienione sg trzy zmienne: stezenie oleju, surfaktantu i ko-surfaktantu.
Wyznaczenie obszaru mikroemulgacji wymaga przygotowania wielu probek o $cisle
okreslonych proporcjach. Obszar wyznaczany jest dla takich probek, ktore
po wymieszaniu tworza transparentng, o lekko niebieskim zabarwieniu, stabilng

mikroemulsje (Rysunek 5).
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Rysunek 5 Przyktadowy schemat wyznaczenia obszaru, dla ktorego zawartos¢ poszezegdlnych sktadnikow ma
zdolnos¢ utworzenia mikroemulsji (opracowanie witasne).

Badacze w swoim eksperymencie uzywali pomiaru wielko$ci czgstek i potencjatu zeta,
poniewaz kwalifikacja mikroemulsji odbywa si¢ na podstawie wielko$ci wytworzonych
kropli (w zakresie 1-100 nm). Przeprowadzono takze badanie stabilnosci systemu przez
okres 3 miesiecy. Sprawdzono rowniez pojemnosci systemu pod wzglgdem dodatku
etanolowego ekstraktu z propolisu (PEE) oraz aktywno$ci formulacji przeciw kilku
popularnym szczepom bakterii 1 grzybow patogennych.

Na koniec przegladu warto przytoczy¢ przyktad technologii organozelu, ktéra
bedzie tematem czg$ci eksperymentalnej tej pracy. Organozele stanowig bardzo szeroka
grupe technologiczng — tak w konteks$cie doboru komponentéw, jak i wiasciwosci
(np. wysokoelastyczne czy elektroprzewodzace organozele). Sposrod licznych organozeli
opisywanych w literaturze zaledwie niewielka ich czes¢ przygotowana jest do stosowania
w dermatologii, co wynika przede wszystkim z toksyczno$ci wielu rozpuszczalnikow
i zelatorow*”. Najbardziej popularne w zastosowaniach medycznych sa organozele
zbudowane z lecytyny (LO, Lecithin Organogel) i mieszaniny Pluronic-lecytyna (PLO,
Pluronic-Lecithin Organogel)*®. Za przyktad postuzy¢ moze praca zespotu G. Balata®®),
w ktorej inkorporowano 3% (w/w) etanolowy ekstrakt z propolisu do PLO,
charakteryzujacego si¢ cylindrycznymi micelami sieciujagcymi wewnatrz fazy olejowe;.

Formulacja organozelu byta przygotowywana w nastgpujacy sposob: w fazie olejowej
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rozpuszczono lecytyne, a nastepnie dodano etanolowy roztwor z propolisu rozpuszczony
w glikolu polietylenowym (PEG 400). Pluronic F127 (kopolimer glikolu propylenowego
otoczony blokami glikolu polietylenowego) rozpuszczono w wodzie i powoli dodawano
do niego przygotowana faze olejowsg, intensywnie mieszajac. Ten reprezentatywny
przyktad pokazuje, ze preparatyka organozeli nie wymaga zaawansowanej aparatury,
a sam proces prowadzony jest w temperaturze pokojowej. Z tego powodu organozele
cieszg si¢ duzym zainteresowaniem badaczy jako technologii efektywnej kosztowo,
a dajacej szerokie mozliwosci inkorporowania substancji aktywnej wzgledem receptur
tradycyjnych. Powracajac do przyktadu, charakterystyka fizykochemiczna obejmowata:
wyglad fizyczny, pomiar pH, lepkosci, badania uwalniania, przenikania przezskoérnego,
minimalnego stgzenia hamujacego rozwdj mikroorganizméw (MIC, Minimal Inhibitory
Concentration). Preferencyjna formulacja zawierajaca 3% (w/w) lecytyny i 20% Pluronic
zostata wytypowana na podstawie najwyzszej iloSci uwolnionej substancji czynnej
1 przenikania przezskornego.

Wspomniana tatwo$¢ procesowania, dobra rozpuszczalno$¢ substancji
aktywnych, ale takze niska podatnos¢ na kontaminacje mikrobiologiczng
sa niewatpliwymi korzy$ciami organozeli wzgledem innych zaawansowanych
technologii. Z drugiej strony formulacje tej technologii odznaczaja si¢ zazwyczaj wyzsza
podatno$cig na stres termiczny 1 synereze (zjawisko separacji frakcji plynnej z masy
zelu)*”). Dodatkowo, PLO i LO, pomimo struktury zelu, nie posiadaja cech wizualnych,
charakterystycznych dla popularnych na rynku hydrozeli karbomerowych
(transparentno$¢, elastyczno$é, lepkos¢ pseudoplastyczng tiksotropowa)*®).

Eksperymenty przewidziane w zakresie niniejszej pracy mialy na celu stworzenie
organozelu, ktory bylby podobny charakterystyka i wygladem do popularnych hydrozeli
karbomerowych, ale odznaczal si¢ przy tym wyzsza rozpuszczalno$cig trudno
rozpuszczalnych substancji aktywnych. Ponadto nowa technologia miata cechowaé
si¢ mozliwie wysoka stabilnoscig (termiczng, dlugoterminows, w szczegolnosci
w kontekscie zjawiska synerezy). W skrocie — celem nowego organozelu byto
zachowanie zalet tej technologii, przy jednoczesnym zminimalizowaniu jej wad. Finalnie,

nowa technologia miata by¢ przygotowana do komercjalizacji.
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PATL1 - Suwinski, G. Kompozycja organozelu zawierajgca krzemionke koloidalng oraz co

najmniej jeden rozpuszczalnik organiczny, WUP UPRP 2022, 43, 5.

Liczne eksperymenty laboratoryjne doprowadzity do opracowania nowej technologii
w grupie organozeli wykorzystujacych jako zelator krzemionke koloidalng. To nie byto
pierwsze tego typu odkrycie — organozele z krzemionka byty juz opisywane w literaturze,
np. z olejem stonecznikowym lub poloxamerem jako faza ptynng*® 5%, Jednak wynalazek
opisany w patencie wyrdznial si¢ interesujacg transformacja reologiczng zol-zel, podobng
do tej zachodzacej w zelach karbomerowych pod wplywem podwyzszenia pH
(Rysunek 6).

Transformacja
reologiczna

Rysunek 6 Probka organozelu krzemionkowego [po lewej] przed transformacja reologiczna (dodatkiem wodnego
roztworu regulujacego pH) [po prawej] po transformacji reologicznej. Zrodto: Suwinski, G. Kompozycja organozelu
zawierajaca krzemionke koloidalng oraz co najmniej jeden rozpuszczalnik organiczny, WUP UPRP 2022, 43, 5.

W tym przypadku utworzenie zelu takze zachodzilo pod wplywem mieszania,
ale uzyskanie stabilnego zelu warunkowato kilka dodatkowych czynnikow:

- glownym rozpuszczalnikiem byl plynny zwigzek organiczny zawierajacy
przynajmniej 2 atomy wegla, z czego przynajmniej jeden wegiel byt polaczony z atomem
tlenu (np. grupy hydroksylowej), a przynajmniej jeden wegiel pozostawal
niepodstawionym weglem grupy alifatycznej. Warunek spetniaty zwiazki organiczne
wykazujagce moment dipolowy, na przyktad glikol propylenowy (substancja
wykorzystywana w farmacji i kosmetyce, uznawana za bezpieczng w stosowaniu),

- zelatorem byta krzemionka koloidalna hydrofilowa, na przyktad najczesciej
wykorzystywana w farmacji krzemionka o powierzchni wtasciwej 200 m?/g,

- w formulacji niezbedna byta obecno$¢ przynajmniej minimalnej (2% w/w) ilo$ci wody,

- a takze zasady w kontekscie teorii kwasow i zasad Lewisa lub Brensteda-Lowry'ego.
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Dodatkowymi substancjami, ktére znamiennie wptywaly na stabilno$¢ uktadu byty:
regulator synerezy (alkohol etylowy), regulator lepkosci (makrogol 400), regulator
pH (np. kwas cytrynowy).
Dopiero po spetnieniu tych warunkéw uzyskiwano organozel o stabilnej strukturze
1 wysokiej lepkosci. Wiele innych konfiguracji mieszanin (np. niezawierajacych wody)
skutkowalo nietrwata transformacja reologiczng. Przyktadowo, glikol propylenowy
po dodaniu krzemionki koloidalnej stawat si¢ ptynacym zolem o wysokiej lepkosci.
Dodatek trietyloaminy (zasady) w dalszej kolejnosci powodowat transformacje
reologiczng, zageszczajac uklad do postaci nieptynacej. Jednak dalszy proces mieszania
zaburzal wytworzong struktur¢ sieciujacag krzemionki, ponownie doprowadzajac
do rozbicia struktur krzemionki i powstania ptynacego zolu. Trwata struktura byta
uzyskana dopiero w momencie dodatku wodnego roztworu regulatora pH (np. 0,1%
(w/w) roztworu kwasu cytrynowego). Wowczas zel nie ulegatl uplynnieniu podczas
dalszego mieszania. Aby dodatkowo zabezpieczy¢ stabilno$¢ dlugoterminowa,
szczegolnie przed zjawiskiem synerezy, niezbedna okazala si¢ obecnos¢ w formulacji
regulatora synerezy i regulatora lepkosci.

Organozel mogt funkcjonowaé samodzielnie jako ,,pusty” nos$nik
lub z inkorporowang do niego substancjg aktywng (Rysunek 7) — dodawang w procesie

wytwarzania zelu.

a)

Rysunek 7 Wyglqd organozelu krzemionkowego a) niezawierajgcego substancji aktywnej, b) zawierajgcego ekstrakt
z propolisu. Zrédto: Suwiriski, G. Kompozycja organozelu zawierajgca krzemionke koloidalng oraz co najmniej jeden
rozpuszczalnik organiczny, WUP UPRP 2022, 43, 5.

Proces wytwarzania organozelu i inkorporowania substancji aktywnej jest niezwykle
prosty. Uzyskanie masy produktu wymaga wylacznie mieszania w temperaturze
pokojowej, bez koniecznosci stosowania specjalnej aparatury, badz specyficznych

procesow wytwarzania (np. wysokowydajna homogenizacja). Oznacza to, ze technologia
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mogtlaby by¢ stosowana rowniez przez farmaceutéw w lekach recepturowych, podobnie
jak wykorzystywane sg wspomniane wczesniej receptury PLO i LO. Z drugiej strony,
w procesach wytwarzania przemystowego istotne utrudnienia moglyby wynikaé
z wysokiej lepkosci tej formuly (w procesie wytwarzania i konfekcji) oraz potencjalnej
synerezie (podczas magazynowania). Z tego powodu kolejnym etapem byly badania
charakteryzujace niniejsza technologie. Wyniki zostaty zaprezentowane w nast¢pne;j

publikacji.

P2 - Grzegorz Suwinski, Izabela Nowak, ,,Stability and Rheological Properties of the
Novel Silica-Based Organogel—A Drug Carrier with High Solubilization Potential”,
Materials, 2025, 18, 266.

Z chemicznego punktu widzenia, opisana w patencie 5 technologia organozelu
wydaje si¢ szczegblnie interesujagca pod wzgledem kompozycji skladnikow,
warunkujgcych prawidlowy przebieg transformacji reologicznej. Wspomniana
transformacja powoduje wzrost lepkosci probki, cO w pomiarach jest szczegodlnie
zauwazalne w poréwnaniu lepkosci przy niskich predkosciach $cinania (<100/s), jeszcze
przed rozrzedzeniem probki §cinaniem. W efekcie wzrostu lepkosci dochodzi do zaniku
ptyniecia masy pod wptywem grawitacji — jak przedstawiono wcze$niej na Rysunku 6.
Nadanie masie charakteru niepltynacego zelu wptywa korzystnie na aplikacje
1 utrzymywanie si¢ produktu na skérze. W badaniach prowadzonych nad organozelem
krzemionkowym podjeto proby wyjasnienia 1 interpretacji zjawiska Zelowania
pod wzgledem oddzialywan fizycznych 1 chemicznych usieciowanej struktury,
mianowicie:

1. Porownujac widma absorbancji $wiatla podczerwonego (IR) z transformacja
Fouriera probek mieszanin przed i po transformacji reologicznej nie udato si¢ ustali¢
wytworzenia nowych rodzajéow wigzan w strukturze organozelu, Na tej podstawie
oraz braku teoretycznego uzasadnienia, wykluczono wptyw reakcji chemicznej
na sieciowanie krzemionki.

2. Proba analizy potencjalu zeta zakonczyta si¢ niepowodzeniem z powodu ograniczen
metodyki. Konieczno§¢ rozcienczenia organozelu woda pozbawitoby badanie
zasadnos$ci, poniewaz organozel przeksztalcitby si¢ w dyspersje krzemionki w wodzie,

a prawdziwe interakcje zelatora zostalyby wowczas utracone,
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3. Analiza mikroskopii konfokalnej wykazata nieregularno$¢ powierzchni probki
organozelu. Moglo to $wiadczy¢ o obecnosci struktur agregujacej krzemionki,

4. Analiza obrazowania skaningowym mikroskopem elektronowym (SEM)
wymagata spreparowania kserozelu (ciala stalego) z organozelu krzemionkowego. W tym
celu przygotowano organozel zawierajacy etanol, ktory nastgpnie odparowano.
Obrazowanie w wysokiej rozdzielczo$ci pozwolito zidentyfikowaé struktury agregatow
krzemionki,

5. Analiza dystrybucji wielkosci czastek pozwolita na ocen¢ wplywu transformacji
reologicznej na wielko$¢ czastek zdyspergowanych. Jak zauwazono, transformacja
reologiczna w niewielkim stopniu zmienita wielko$¢ czastek dyspersji (mediana
+11,9%). Wigksze znaczenie miato zastosowanie etanolu (mediana +55,3%) — substancji
stabilizujgcej organozel, opisanej w patencie jako ,,stabilizator synerezy” (znaczenie
tej obserwacji zostanie przedstawione w dalszej czesci rozprawy). Wywnioskowano,
ze w procesie transformacji nie dochodzi do zauwazalnego powigkszania si¢ struktur
agregatow krzemionki kolidalne;j.

Powyzej opisane eksperymenty wspieraly hipoteze pojawienia si¢ w mieszaninie
potencjatu elektrokinetycznego, ktory stabilizuje i odpycha od siebie agregaty
krzemionki. Podczas transformacji agregaty krzemionki nie ulegaja istotnemu
powiekszeniu lub pomniejszeniu, ale na powierzchnia czgstek krzemionki pojawia si¢
fadunek elektrokinetyczny, wynikajacy z dodatku do mieszaniny wodnego roztworu

stabego kwasu i zasady (Rysunek 8).
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Rysunek 8. llustracja wytworzenia potencjatu elektrokinetycznego na powierzchni krzemionki koloidalnej w wyniku
oddziatywania jonoéw silnej zasady i stabego kwasu na wolne grupy silanowe w obecnosci wody (rysunek wiasny).

Wolne grupy silanolowe Si-O-H na powierzchni czastek krzemionki w obecnosci zasady
sg zdolne do wytworzenia tadunku ujemnego, otoczonego przez tadunek dodatni jonéw
przeciwnych (w zaleznosci od uzytej zasady)®®. Tak zgromadzony ladunek

elektrokinetyczny, podobnie jak w emulsjach, stabilizuje strukture organozelu poprzez
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sity repulsywne pomigdzy poszczegolnymi agregatami krzemionki — tadunek dodatni

otaczajacy agregat nie pozwala na zblizenie si¢ innego agregatu otoczonego tym samym

tadunkiem (Rysunek 9).
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Rysunek 9. Wizualizacja potencjatu elektrokinetycznego na powierzchni agregatu krzemionki (rysunek wiasny).

W efekcie unieruchomiona elektrokinetycznego struktura zelatora w skali makro objawia
si¢ wzrostem lepkosci i zanikiem plynigcia zolu.

Wptyw rodzaju rozpuszczalnika na wielko$¢ agregatow krzemionki wynika
z innych czynnikow. Z obserwacji oddziatywania roéznych rozpuszczalnikow
organicznych z krzemionka wynika, ze ten zelator jest stabiej solubilizowany przez
alkohole jednowodorotlenowe (nizsza transparentno$¢ mieszaniny, mniejsza zdolno$é
do ptynigcia), a lepiej przez poliole (wyzsza transparentnos¢, wyzsza tendencja
do ptynigcia mieszaniny). Najprawdopodobniej spowodowane jest to zdolnoscia
do wytwarzania silniejszej interakcji polioli w wyniku wigkszej ilosci wigzan
wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi -OH polioli, a grupami silanolowymi
-Si-OH krzemionki. Z tego powodu, na przyktadzie interakcji krzemionki z etanolem,
dochodzi do wytworzenia (lub wytracenia) wigkszych struktur agregatow. W skali makro
objawia si¢ to silniejszym zmetnieniem formulacji, a w analizie dystrybucji czastek
— zwigkszeniem ich wielkosci np. wzgledem glikolu propylenowego. Interpretacja tego
zjawiska jest istotna w kontekscie opracowania projektu mieszaniny organozelu —w celu
optymalizacji jej stabilnos$ci, transparentnosci i lepkosci.

Kolejnym krokiem projektu badawczego bylo zbadanie stabilnosci masy
organozelu. Po pierwsze dlatego, ze przedmiotowy organozel krzemionkowy miat

tendencije do separacji frakcji cieklej, tzw. zjawiska synerezy >, Po drugie, organozel
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opracowany w ramach tej pracy miat by¢ komercjalizowany, co w praktyce rynkowej
wymaga zapewnienia stabilnosci mieszaniny przez co najmniej 2 lata. Na potrzeby badan
dlugoterminowych w komorze klimatycznej (30°C, 60% wilgotnosci) wytypowano
4 formuty organozelu. Zaledwie jedna mieszanina, zawierajgca oprocz krzemionki wode,
etanol, makrogol 400, okazata si¢ stabilna w wymaganym okresie 2 lat. W pozostatych

probkach obserwowano separacje cieczy (Rysunek 10).

Rysunek 10. Probka zawierajaca organozel krzemionkowy z ekstraktem z propolisu — posiadajaca widoczne objawy
synerezy.

Aby lepiej zrozumie¢ natur¢ synerezy i zminimalizowaé jej wplyw na stabilnos$¢
organozelu, przeprowadzono badania tego zjawiska. W tym celu wykorzystano
opracowang przez Wilhelm i1 Kind w 2014 roku metode przyspieszonego badania
synerezy (tzw. synerezy wymuszonej), ktorag przeprowadzali na hydrozelu
krzemionkowym?®® %)), Metode zmodyfikowano w celu uproszczenia konstrukeji uktadu
pomiarowego, a nastgpnie zbadano wplyw poszczegdlnych sktadnikow formulacji
na intensywnos$¢ zjawiska synerezy. Schemat skonstruowanego uktadu pomiarowego

prezentuje Rysunek 11.
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| Obcigznik
1500,0g (14,7 N)

Strzykawka
@ 27,8 £0,1 mm

Badana prébka
~40 m|

Bariera

_\r przepuszczalna
1

dla frakgji ciektej

| Cylinder miarowy
odbierajacy frakcje
ciekta

Rysunek 11. Uktad do badania wymuszonej synerezy na podstawie metody zaproponowanej przez Wilhelm i Kind w
2014 roku z dalszymi modyfikacjami (rysunek wiasny).

Badanie polegato na umieszczeniu okoto 40 ml probki w strzykawce o statej Srednicy
@ 27,8 £0,1 mm, z bariera na dnie przepuszczalng dla frakcji ciektej,
lecz nieprzepuszczalng dla frakcji potstatej. Po 30-minutowej stabilizacji 1 nasgczeniu
bariery, dociskano ttok strzykawki w taki sposob, aby doprowadzi¢ do pelnego styku
masy (bez pecherzy powietrza). Na ttoku strzykawki, ustawionej pionowo nad cylindrem
miarowym, umieszczono obcigznik o statej masie 1500 g. Pomiaru synerezy dokonywano
w wyznaczonych odstepach czasowych (0,5-24 h), rejestrujgc wartos¢ St=AV/Vo [%],
gdzie St oznacza stopien synerezy po czasie t, AV to objetos¢ frakcji cieklej,
a Vo to objetos¢ poczatkowa probki. Badanie miato na celu oceng wplywu
poszczeg6lnych sktadnikow formulacji bazowej na stopien wymuszonej synerezy.
Sposréd analizowanych sktadnikow, woda i1 makrogol 400 negatywnie wplywaly
na stabilno$¢ organozelu. Jedynym czynnikiem wplywajacym pozytywnie na stabilizacje
byto zwigkszenie stg¢zenia krzemionki koloidalnej w formulacji organozelu. Z drugiej
strony taki zabieg doprowadzal do podwyzszenia lepkosci mieszaniny, dlatego

zdecydowano si¢ pozostawi¢ dotychczas wytypowang formule jako preferencyjna
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do dalszych badan. Eksperymentami dopetniajgcymi informacje o stabilno$ci mieszaniny
byly badania stresu termicznego - masy organozelu poddanej temperaturze 70°C,
a takze badania wahadlowe, polegajace na przemiennym umieszczaniu probek
w warunkach chlodniczych (od 2°C) i grzewczych (40°C). Badana formulacja
w obu przypadkach nie wykazata widocznych objawow fizycznej destabilizacji.
Ostatnig grupa badan byly testy dermatologicznej uzyteczno$ci organozelu
zawierajgcego ekstrakt z propolisu. W badaniach kontaktu probki ze skorg ludzka
(tzw. testy platkowe®) nie stwierdzono drazniacego dziatania. W badaniach
przeciwdrobnoustrojowych wykazano, ze po 6 godzinach organozel zawierajacy propolis
skutecznie redukuje liczebnos¢ dwoch patogennych szczepdédw bakterii, Gram-ujemnej:
Escherichia coli oraz bakterii Gram-dodatniej: Staphylococcus aureus, doprowadzajac
do $mierci 99,9% jednostek (CFU) juz po 6 godzinach. Podobne dziatanie bakteriobdjcze
wykazano dla ekstraktu z propolisu dziatajacego w pH 5-6 5.
Cykl eksperymentow nad organozelem krzemionkowym konczyto badanie uwalniania.
Do tego celu zamiast propolisu zastosowano ibuprofen — substancje z grupy
niesteroidowych  lekow  przeciwzapalnych,  wykorzystywang ~w  masciach
przeciwbolowych. Zamiana miata na celu uproszczenie badania oraz sprawdzenie
organozelu w polaczeniu z inng substancja trudno rozpuszczalng w wodzie. W badaniu
zaobserwowano uwalnianie zgodnie z kinetyka I-rzedu (wspdiczynnik korelacji
R?=0,973). Co interesujace, Okoto 80% substancji aktywnej zostato uwolnione z masci
w ciggu 1 doby. Z jednej strony taka predkos¢ pozwala uwolni¢ wigkszo$¢ substancji
z organozelu przed usuni¢ciem lub zmyciem go ze skory. Z drugiej strony substancja
uwalniana jest przez dtuzszy czas, przynoszac pozadang ulge. Przyktadowo, w systemie
terapeutycznym zawierajagcym takze 10% (w/w) ibuprofenu, okoto 80% substancji

zostato uwolnione w 6 godzin 9.

P3 - Grzegorz Suwinski, Izabela Nowak, ,,Innovative Honey-Based Product and Its
Beneficial Effects Measured by Modern Biophysical and Imaging Skin Techniques”,
Pharmaceuticals, 2024, 17, 1709.

W kolejnym etapie badan skupiono si¢ na technologiach inkorporacji miodu
pszczelego. W przeciwienstwie do propolisu, midd jest mieszaning tatwo rozpuszczalng
w wodzie. Jednak jego glownymi ograniczeniami sg termolabilnos¢ (denaturacja

enzymow zawartych w miodzie) oraz efekt klejacego filmu na skoérze po aplikacji.

34




W celach eksperymentalnych i komercjalizacyjnych produktu o wysokiej zawartosci
miodu, zdecydowano o wyborze tradycyjnej technologii, kremu typu olej w wodzie.
KorzySciami wynikajgcymi z takiej decyzji byty przede wszystkim: szerokie mozliwos$ci
doboru substancji pomocniczych redukujgcych nieprzyjemne odczucia sensoryczne
oraz prostota i koszt industrializacji produktu opartego o ta technologig.

Badanie uwzgledniato wplyw formulacji z ré6znym stg¢zeniem miodu (0-15%
w/W) na odczucia sensoryczne oraz parametry skory: nawilzenie, barierowos$¢, gtadkos¢,
powierzchni¢ zmarszczek po okresie 4 tygodni stosowania. Najbardziej zblizony tego
typu eksperyment zaprezentowal zespot Pavlackova, ktory opublikowat w 2020 r.
informacj¢ o wptywie 5% 1 10% miodu (kwiatowego oraz lesnego) inkorporowanego w
kremie typu O/W (olej w wodzie) na profil sensoryczny i parametry skory w okresie
2 dni, po przemyciu skory roztworem 0,5% laurylosiarczanu sodu. W badaniu wykazano
brak wplywu stezenia miodu na odczucia sensoryczne. Wskazano réwniez, ze wyzsze
stezenie miodu ma wplyw na poprawe nawilzenia skory. Nie stwierdzono podobnego
wptywu na TEWL (transepidermalng utrat¢ wody) — zwiekszenie stezenia miodu
z 5% do 10% (w/w) nie miato wptywu na poprawe bariery skornej 8. Nalezy przy tym
zaznaczyC, ze przytoczony eksperyment obejmowat krotkoterminowy okres dzialania
kosmetykow zawierajacych miod (po 1 aplikacji preparatu na skore). Badania
przygotowane w niniejszej rozprawie doktorskiej koncentrowaty si¢ na dziataniu miodu
w efekcie dlugoterminowego, 4 tygodniowego uzytkowania badanego preparatu.

Projekt przedmiotowej pracy badawczej byt kilkuetapowy. Pierwszym etapem
byla kwalifikacja receptur zdolnych do redukcji odczucia klejenia miodu.
Doswiadczalnie wyznaczono formute zawierajaca 15% (w/w) miodu o atrakcyjnych
sensorycznie cechach. We wspomnianej mieszaninie funkcje poprawiajace sensoryke
petnit 2-metylo-1,3-propanediol. Wytypowana recepture podzielono na 4 rodzaje probek,
w ktorych ustalono kompozycje bazowa, a roéznice wynikaly z zawarto$ci dodanego
miodu wielokwiatowego: kolejno 0%, 5%, 10% i 15% w/w. Zawarto$¢ receptury
uzupetniano woda do 100%. Tak uzyskane probki oznaczono w sposob nie ujawniajacy
0sobom badanym zawartosci miodu. Ponadto miod zostal zamaskowany w recepturze
kompozycja zapachowa i1 barwigcym olejem. Projekt uruchomiono na podstawie
pozytywnej decyzji komisji bioetycznej (Uchwata 24/23 z dnia 12.01.2023r.
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu).

24 osoby badane przydzielano do jednej z dwoch grup. Kazda grupa otrzymywata
zestaw probek 0 1 10% (w/w) miodu lub 5 i 15% (w/w) miodu do stosowania na grzbiet
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odpowiednio lewej i prawej dtoni, codziennie przez okres 4 tygodni. Taki podziat probek
pozwalat na porownanie réznicy st¢zen miodu (A10%) przez tego samego uzytkownika,
co stanowito punkt odniesienia do oceny w kwestionariuszu. Jednoczes$nie taki sposdb
dystrybucji probek byt stosunkowo prosty dla pojedynczego probanta, dzigki czemu
istniato mniejsze ryzyko zaniechania eksperymentu lub niestosowania si¢ do zapiséw

instrukcji.

GRZBIET 1

LEWEJ Dt GRZBIET

,IPRAWEJ Do

fErem do ra 8 ]
3 .krem do rak

li Prébka do ba

Rysunek 12. Schemat stosowania probek: 2 kremy w losowanej parze 0%/10% i 5%/15% w/w miodu byty
aplikowane na grzbiet (zewnetrzng strong) odpowiednio lewej i prawej dtoni przynajmniej raz na dobe, przez okres
4 tygodni.

Dane zbierano w trzech punktach czasowych: przed zastosowaniem probek (punkt
kontrolny), 15 minut po ich aplikacji oraz po 4 tygodniach regularnego stosowania.
W badaniach uzyto urzadzen firmy Courage&Khazaka Electronic GmbH: Corneometer
CM 825, Tewameter TM 300, Cutometer dual MPA 580, kamer¢ Visioscan VC 98 USB
oraz aparat Visioline VL 650 — Quantridies do analizy silikonowych replik skory.
Po 4 tygodniach uczestnicy wypetiali kwestionariusze oceniajace wlasciwosci
sensoryczne (skala 0-5) oraz efekt klejenia (skala 0-10). W pierwszym punkcie
czasowym nie uwzgledniono badan mikropowierzchni skory, poniewaz ich celem byta
ocena dlugoterminowego wptywu miodu na wygladzenie i redukcje zmarszczek.
Krotkoterminowe dziatanie polegatoby jedynie na chwilowym nawilzeniu naskorka,

co mogtoby zafatlszowac¢ wyniki. Schemat badan przedstawiony jest na rysunku 13.
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Rysunek 13. Schemat badan kremow z zawartos$ciag miodu (opracowanie wilasne).

Do analizy surowych danych zastosowano podstawowe testy pozwalajace
na oceng istotnosci wynikoéw (dla poziomu p < 0,05): test t-Studenta dla zmiennych
zaleznych w grupach 0%, 5%, 10% i 15% (w/w) miodu oraz w punktach czasowych 0,
15 minut i 4 tygodnie, a takze analize wariancji (ANOVA) wraz z poprawka post hoc
Bonfferoniego.

Analiza kwestionariuszy nie wykazala statystycznie istotnych roéznic mig¢dzy
grupami 0%/10% i 5%/15% (w/w) w zakresie kleistoSci, rozprowadzania, wchlaniania
oraz pozostawienia nawilzajacego filmu na skorze. Wynik ten sugeruje, ze receptura
skutecznie spetita zalozenia dotyczace maskowania wlasciwosci sensorycznych miodu.
15 minut po zastosowaniu kremow nie wykazano réznic wptywu stezen miodu. Wynik
jest odmienny od wspomnianego wczesniej badania czeskich naukowcow.5V,
co moze wynika¢ z roéznic czasowych w punktach pomiarowych oraz przygotowania
skoéry do badania. Po 4 tygodniach stosowania efekt nawilzenia skéry kremem placebo
(0% wiw) roznit si¢ istotnie (p < 0,001) w stosunku do kremu zawierajacego 15% (w/w)
miodu. Efekt odpowiedzi byt tym wyzszy, im wyzsze byto stezenie miodu w preparacie.
Odmienny rezultat przyniosto badanie przeznaskorkowej utraty wody. Po 4 tygodniach
stosowania formuty: 0%, 5%, 10%, za wyjatkiem 15% (w/w) miodu spowodowaty
redukcj¢ TEWL. Jest to wynik nieoczekiwany, poniewaz poprawa nawilzenia skory
zazwyczaj wiaze sie z obnizeniem parametru TEWL 2. Podejrzewa sie, ze zwiekszone

parowanie moze by¢ wynikiem osmozy — podwyzszona zawartos¢ wody w naskérku
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mogtlaby wywola¢ wyzsza preznos¢ pary ponad skora. Kontynuacja badan z wyzszymi
zawarto$ciami miodu (>15%), na wigkszych grupach badawczych bylaby wskazana
do prawidtowej oceny tego zjawiska. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze analiza post hoc
nie wykazala roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami.

Kolejnym parametrem badanym byta elastyczno$¢ naskorka. W tym przypadku
nie udato si¢ wskaza¢ statystycznie istotnych réznic. Badania przedstawiane w literaturze,
na przyktad transferosomow zawierajacych ekstrakt z ostryzu dtugiego (curcuma longa)
przedstawiajag okolo 70% poprawe poziomu elastycznos$ci skory wzgledem kremu
placebo juz po 2 tygodniach stosowania®. Brak wpltywu kreméw z miodem
na elastyczno$¢ skory moze wynika¢ z réznych czynnikow, takich jak brak
bezposredniego wptywu miodu na synteze fibroblastow 4.

Sonda Visioscan pozwolita zdefiniowa¢ poziom gladkosci skoéry przed
I po badaniach. Wyniki pokazaty, ze najlepsze dziatanie pod wzgledem tego parametru
mial krem z 5% (w/w) zawarto$cig miodu, ktory poprawit gtadko$¢ skory srednio
0 21,3%. To kolejny parametr pokazujacy, ze sita efektu odpowiedzi nie musi by¢
proporcjonalna do rosngcej zawartoSci substancji aktywnej W recepturze.
W tym przypadku wynik jest bardzo nietypowy, poniewaz dotyczy tylko jednego kremu,
z najnizsza zawartoscia miodu, a wynik poprawy o ponad 20% jest rzadki. Zrodia
opisujace efektywnos$¢ nowych receptur stosowanych przez okres 1 miesigca lub dtuzszy

65 86 _ Byé moze proporcja miodu,

wskazuja poprawe nieprzekraczajaca 10%
jako substancji nawilzajacej do wody jest optymalna i w ten sposob najlepiej oddziatuje
na naskorek. Nie mozna roéwniez wykluczy¢ bledow pomiarowych, takich jak niewielka
liczba badanych lub naciggnigcie skory podczas pomiaru kamera.

Ze wzgledu na nietypowy wynik uzyskany sonda Visioscan oraz brak istotnosci
statystycznej obliczonej analiza ANOVA z korekta Bonfferoniego, w badaniu
uwzgledniono dodatkowa metodg analizy struktury powierzchni skory: kamerg Visioline
VL 650 — Quantridies, w ktorej pomiar wykonywany jest na unieruchomionej replice
skory zamiast in situ, jak w przypadku kamery Visioscan. Przy uzyciu kamery Visioline
mierzono dwa parametry: powierzchni¢ i Srednig gleboko$¢ zmarszczek. Ta metoda
po 4 tygodniach wykazata istotne réznice w redukcji gigbokosci zmarszczek pomigdzy
kremem placebo, a kremami o zawartosci 5%i 15% (w/w) miodu. W tescie t-Studenta
wewnatrz grup, krem placebo nie wptynat na redukcj¢ glebokosci ani powierzchni

zmarszczek. Krem z 5% (w/w) zawartoscig miodu wptynat na redukcj¢ powierzchni

zmarszczek, natomiast kremy o zawartosci 10% i 15% (w/w) miodu redukowaty zar6wno
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powierzchnig, jak 1 gleboko§¢ zmarszczek. Efekt wygladzenia moze by¢ wynikiem
regularnego nawilzania skory. Jest to jednocze$nie wynik blizszy spodziewanemu
efektowi. Wszystkie kremy z dodatkiem miodu wykazaty $rednio okoto 20% redukcji
zmarszczek (-18,25% do -21,29%), co jest wynikiem bliskim innemu przyktadowi
opisywanemu w literaturze — kremu zawierajacego aukubing (gdzie redukcja wyniosta
okoto -24,5%)°7.

Badanie to potwierdza istotny wptyw miodu na parametry skoéry. Jednoczes$nie
wykazano, ze wraz z podwyzszaniem zawarto$ci miodu w recepturze ro$nie efektywnos¢
dziatania nawilzajagcego 1 przeciwzmarszczkowego. Wybrana technologia byta
wystarczajaca do osiggniecia podstawowych zalozen projektu. Biorac pod uwage
uzyskane wyniki, mozna uzna¢ miod za interesujaca, naturalng i efektywna kosztowo
substancje przeciwdziatajaca efektom starzenia si¢ skory. W kolejnym rozdziale

omoéwiony zostanie proces industrializacji oraz komercjalizacji opracowanych receptur.

4.5. Wdrozenie w przedsigbiorstwie

Niniejsza rozprawa doktorska jest realizowana zgodnie z zalozeniami projektu
,Doktorat wdrozeniowy”, obejmujac czeS¢ badawcza oraz cze$¢ zwigzang
z implementacja  wynikow  badan. Wdrozenie  zostalo  przeprowadzone
W Przedsigbiorstwie Farmaceutycznym Farmapol Sp. z o. o. z siedzibg w Poznaniu.
Zgodnie z decyzja Zarzadu spoiki, receptury zelu propolisowego oraz kremu
zawierajagcego miod mialy zosta¢ wytworzone 1 udostgpnione na rynku aptecznym jako
produkty kosmetyczne pod marka Tisane®. Wdrozenie przeprowadzono z zachowaniem
rygoru normy PN-EN ISO 22716:2009 oraz Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dla produktow kosmetycznych.

Uproszczony schemat wdrozenia produktu kosmetycznego przedstawia Rysunek 14.
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Rysunek 14 Zaplanowany schemat wdrozenia wynikow badan w przedsigbiorstwie farmaceutycznym (wlasna
koncepcja).

Na faze¢ eksperymentalng wdrozenia sktadaty si¢ wszystkie dotychczasowe prace
niniejszej rozprawy doktorskiej — w szczegdlnosci zwigzane z wyznaczeniem receptur
I ich charakterystyk. Wyniki badan nad zelem propolisowym i kremem miodowym
uznano za satysfakcjonujace i dobrze rokujace z perspektywy biznesowej, co pozwolito
na ich kwalifikacje do kolejnych etapéw wdrozZenia.

Faza laboratoryjna obejmowata produkcje i kontrolg powtarzalnos$ci trzech partii
laboratoryjnych po 1,5 kg dla kazdego z produktow, zgodnie z ustalonymi w protokotach
recepturami i parametrami technologicznymi. Analizy parametrow kontrolnych
W procesie obejmowaty migdzy innymi:

- ocen¢ sensoryczng (wyglad, kolor, zapach) wytworzonej masy produktu; kryteria
akceptacji zostaty ustalone w specyfikacjach obu wdrazanych produktow na podstawie

cech mas wytworzonych jeszcze podczas fazy eksperymentalnej (Rysunek 15),
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Rysunek 15 Wyglad wdrazanych mas: po lewej kremu zawierajacego miod, po prawej organozelu propolisowego.

- analiz¢ mikroskopowa (Mikroskop BA 210 z aparatem Bresser Mikrocam SP 5.0;
powigkszenie 1000x) probek kremu zawierajacego miéd pobranych z wyznaczonych
etapow produkcji. Kryterium akceptacji stanowito podobienstwo wykonanych zdjeé
obrazujacych charakter emulsji i wielko$¢ kropel. Obraz wzorcowy przedstawia

rysunek 16,
ol : » ‘ & v

Rysunek 16 Obraz mikroskopowy kremu typu O/W z dodatkiem miodu. Skala 10 um.
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- analize¢ lepko$ci Zelu propolisowego przy uzyciu wiskozymetru (Mettler Toledo
Rheomat RM180, cylinder 3, tubus 3, 23+1°C); kryterium akceptacji stanowila lepkos¢
przy predkosci $cinania 500 obr./s, mieszczaca si¢ w zakresie od 1000 do 8000 cP
po wstepnym, 30-sekundowym rozrzedzeniu $cinaniem.

Powtarzalno$¢ procesu zostata potwierdzona powyzszymi badaniami. Uzyskana
masa produktu zostala przeniesiona do opakowan zastepczych, ktdre nastepnie zamknigto
potautomatyczng zgrzewarka, oznaczono i przeznaczono do badan niezbednych podczas
komercjalizacji produktow kosmetycznych, takich jak:

- badan mikrobiologicznych, zgodnie z normg PN-EN ISO 17516; kryterium akceptacji:
ogolna liczba mezofilnych mikroorganizméw tlenowych <1 x 102CFU/g
oraz nieobecnos$¢ w 1g szczepow Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans,

badan dermatologicznych, przeprowadzonych w oparciu o model patch testu
wg Jadassohna-Blocha w modyfikacji Rudzkiego; kryterium akceptacji: brak rumienia,
obrzeku, nacieku po 48 1 72 godzinach w miejscu aplikacji u wszystkich 0s6b badanych.
- badan aplikacyjnych, kwestionariuszowych celem potwierdzenia o$wiadczen
charakteryzujacych produkt; kryterium akceptacji: potwierdzenie os$wiadczen przez
minimum 51% os6b ankietowanych,

- badan konserwacji, zgodnie z normg PN-EN ISO 11930:2019-03 (A); kryterium
akceptacji: logarytm redukcji CFU/g w probce dla szczepow bakterii Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli >3 po 7, 14 i 28 dniach, szczepu
Candida albicans >1 po 7, 14 1 28 dniach, szczepu Aspergillus Brasiliensis
>0 po 14 dniach i >1 po 28 dniach,

- badan stabilnosci 1 kompatybilnosci z opakowaniem wedlug metody wewngtrznej
przedsigbiorstwa, obejmujacego badanie w niskich 1 wysokich temperaturach (2-35°C).
Kryterium akceptacji: brak zmian wygladu opakowania i1 masy kosmetycznej,
w szczegolnos$ci homogennosci, jednolitosci, zapachu, koloru.

- Oceny bezpieczenstwa obejmujacej ocen¢ toksykologiczng produktu koncowego
i jego poszczegodlnych sktadnikow, zgodnie z aktualnymi wytycznymi SCCS®®).
Kryterium akceptacji: pozytywna ocena zgodnosci z Rozporzadzeniem Parlamentu
Europejskiego 1 Rady (WE) nr 1223/2009 oraz spelnienie normy marginesu

bezpieczenstwa (margines >100, zgodnie z wytycznymi SCCS).
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Oba produkty spetnily warunki niezbgedne do kwalifikacji projektow do etapu
industrializacji (skalowania produkcji). Na tym etapie przygotowano oprawy graficzne

wdrazanych produktéw. Efekty prac zostaty zaprezentowane na Rysunku 17.
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Rysunek 17 Wizualizacja opakowan po lewej zelu propolisowego (tuba w blistrze) i po prawej kremu miodowego
(tuba w kartoniku).

Kluczowym etapem prac wdrozeniowych byla faza industrializacji, ktéra obejmowata
przeniesienie procesu wytwarzania i dozowania masy do tub na skalg przemystowa.
W ramach proby technologicznej wyprodukowano mas¢ produktu w ilosci ponad 5 kg,

co zapewniato bezproblemowy tryb pracy tubiarki E-250 Matic.
e T

Rysunek 18 Masa zelu propolisowego przeniesiona do leja dozujacego tubiarki E-250 Matic.

Do zasobnika tubiarki dostarczane byly opakowania bezposrednie, czyli tuby
polietylenowe. W procesie wdrozenia testowane byly parametry Sterowane,
w szczegoblnosci warto$¢ nastawy dozy, predkos¢ stolu obrotowego oraz temperatury
szczgk zgrzewajacych. Napelione tuby wazono na wadze analitycznej 1 poddawano

kontroli wizualnej. Kryteria akceptacji obejmowaly: mase netto na poziomie co najmniej
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6,0 g dla zelu propolisowego i 50,0 g dla kremu z miodem, szczelno$¢ opakowania
oraz prawidlowy, réwny wyglad zgrzewu.
Krem z zawarto$cig miodu, wytworzony w technologii tradycyjnej spenit wszystkie
kryteria akceptacji do kolejnego etapu wdrozenia. Natomiast zel propolisowy odznaczat
si¢ tak wysoka lepkoscia, ze wystgpily trudnosci z zachowaniem kryterium akceptacji
dozy > 6 g. Podjeto 3 dziatania naprawcze:
- uwzglednienie rozrzedzenia $cinaniem 1500 obr/min w mieszalniku Stephan 12 1 masy
zelu bezposrednio przed procesem konfekcji — redukcja lepkos$ci zostata rozpoznana
w fazie eksperymentalnej podczas wyznaczania profilu reologicznego dla organozelu,
- uwzglednienie ,,rozruchu” tubiarki poprzez poczatkowe ustawienie wyzszej dozy
1 zawrdcenia pierwszych 50-100 doz w celu pozbycia si¢ wszelkich pecherzy powietrza
po przeniesieniu lepkiej masy do tubiarki,
- zmiang sposobu kontroli masy netto — Z monitoringu na kompletng kontrole wagi kazdej
napetnionej tuby.
Powyzsze zmiany pozwolily na spetlnienie wczesniej ustalonych kryteriow akceptacji
w probie technologicznej i tym samym kwalifikacje do etapu produkcji pelnoskalowe;.
Na tym etapie uzupetniono rowniez wszystkie dokumenty systemu zapewnienia jakosci
w przedsigbiorstwie, w tym specyfikacje surowcéw, opakowan, produktu koncowego,
raporty partii oraz instrukcje technologiczne.

W ostatnim etapie produkcji pelnoskalowej zdecydowano o uruchomieniu
1 komercjalizacji zelu propolisowego pod nazwg , Tisane Farm — zel propolisowy”,
jako  produktu  kosmetycznego  przeznaczonego do  pielegnacji  skory
z niedoskonato$ciami (np. tradzikiem miodzienczym). Termin komercjalizacji kremu
z zawarto$cig miodu wyznaczono na pozniejszy okres, zgodnie ze strategia wdrozen
w przedsigbiorstwie.
Produkcja petloskalowa odbyta si¢ zgodnie z obowigzujacym w przedsigbiorstwie
systemem zapewnienia jako$ci oraz wszystkimi dokumentami wydanymi podczas
wczesniejszych etapow wdrozenia. Produkcja obejmowata:
- wytworzenie ekstraktu propolisowego (ustalona wydajnos¢ procesu >65%),
- wytworzenie masy zelu propolisowego (ustalona wydajnos$¢ procesu >97%),),
- konfekcje zelu propolisowego do opakowan jednostkowych (ustalona wydajnosc
procesu >93%).
Wsad do ekstrakcji obejmowat surowce w ilosci 80 kg. Z tego pozyskano 60,94 kg
ekstraktu propolisowego. Produkcja pierwszej partii obejmowala plan wytworzenia
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9000 sztuk produktu (wsad surowcowy 54 Kkg). Finalnie, w procesie partii
numer 032025 1 wytworzono 8484 sztuk produktu koncowego.

Produkt zostat zgltoszony w portalu CPNP 1 wprowadzony na polski rynek apteczny,
co zakonczyto proces komercjalizacji produktu opartego na technologii organozelu

krzemionkowego, bedacego jednym z przedmiotdéw niniejszej pracy doktorskie;j.

4.6. Podsumowanie
Celem rozprawy doktorskiej byto dobranie, zbadanie i skomercjalizowanie nowych
technologii produktow zawierajacych surowce pszczele. W ramach prac nad doktoratem
przeprowadzono badania nad réznymi technologiami zawierajacymi surowce pszczele,
w tym nad nieopublikowang w niniejszej rozprawie pasta mukoadhezyjng zawierajaca
skoncentrowany ekstrakt propolisowy oraz hybrydowa technologia pasty-kremu O/W
z 10% zawarto$cia miodu (w/w). W pracy opublikowano wyniki najcickawszych
1 najlepiej rokujacych technologii do wdrozenia w przedsigbiorstwie: organozelu
z ponad 90% (w/w) zawartos$cig ekstraktu propolisowego oraz kremu O/W z 5-15% (w/w)
zawartoscig miodu.
Dla receptury z propolisem osiagnieto nastepujace cele:
> dokonano przegladu technologii zawierajacych propolis w multiwyszukiwarce
ustugi EBSCO Discovery Service, odnajdujac i1 kategoryzujac do poszczegolnych
grup technologicznych ponad 80 prac. Wyniki tego przegladu poshuzyty
do przygotowania podsumowujacej publikacji przegladowej oraz stanowily
podstawe do dalszych prac eksperymentalnych,
> opracowano 1 opatentowano nowa technologi¢ organozelu krzemionkowego
stuzacego do inkorporowania trudno rozpuszczalnych substancji czynnych.
Przeprowadzenie licznych badan recepturowych umozliwito okreslenie ram
formulacyjnych zgloszonego 1 opublikowanego patentu,
> scharakteryzowano nowg technologi¢ organozelu krzemionkowego poprzez
badania strukturalne, stabilno$ci fizycznej, reologiczne, badania uwalniania
substancji aktywnej, a takze badania dermatologiczne i przeciwdrobnoustrojowe.
Wyniki badan zostaty zaprezentowane i podsumowane w publikacji naukowej,
> calkowicie wdrozono technologi¢ organozelu krzemionkowego zawierajacego
ponad 90% ekstraktu propolisowego (w/w). Skomercjalizowany produkt

pod nazwg ,, Tisane Farm — Zel propolisowy” zostal udostepniony na rynku jako
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produkt kosmetyczny stuzacy do pielggnacji skory z niedoskonatosciami, takimi
jak tradzik mlodzienczy.
Dla receptury z miodem osiggni¢to nastepujace cele:

> zaprojektowano eksperyment z wykorzystaniem nowej receptury majace]
ograniczac¢ klejace odczucia po-aplikacyjne miodu. W eksperymencie z udziatem
24 ochotnikéw zbadano wptyw miodu w stezeniu 0, 5, 10 i 15% (w/w)
na parametry skory, takie jak nawilzenie, elastyczno$¢, transepidermalna utrata
wody, gladko$¢, powierzchnia i glgbokos$¢ zmarszezek. Kremy zawierajace miod:
5, 10, 15% wi/w znaczgco poprawialy parametry skory, podczas gdy krem placebo
nie wykazywat takich efektow. Podwyzszanie zawartosci miodu w formulacji
okazato si¢ korzystnie wptywaé na poziom nawilzenia skéry oraz zmniejszenie
powierzchni 1 glebokosci zmarszezek. Wyniki badan eksperymentalnych zostaly
przedstawione w publikacji naukowej,

> przeprowadzono w przedsi¢biorstwie wdrozenie produktu ,,Tisane Dermo —
regenerujacy krem do rgk” opartego na badanej w eksperymencie recepturze

kremu z zawartos$cig miodu.
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A review, with 51 refs., of traditional and advanced technolo-
gies based on propolis, with particular emphasis on new
forms of drugs such as mucoadhesive preparations, solid
micro- and nanoparticles, microcapsules, microemulsions,
liposomes, niosomes and phytosomes as well as organo-
gels and electro-spun fibers. The attention was paid to their
bioavailability, release rate and method of application.

Propolis to surowiec pochodzenia naturalne-
go, szeroko stosowany w przemysle farma-
ceutycznym, kosmetycznym i spozywczym.
Zywiczny charakter wpiywa na jego nieroz-
puszczalnos¢ w najczesciej stosowanych ko-
mercyjnie rozpuszczalnikach, takich jak woda
i olej. W zwigzku z tym stanowi doskonaty ma-
teriat, ktory mozna wykorzysta¢ do rozwoju
nowych technologii formulacyjnych dla nie-
rozpuszczalnych lub stabo rozpuszczalnych
w wodzie substancji farmakologicznie czyn-
nych. Przedstawiono i podsumowano stoso-
wanie tradycyjnych oraz zaawansowanych
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technologii opartych na propolisie, opisanych
w dokumentach baz naukowych, ze szczegdl-
nym naciskiem na sekcje materiatéw i metod.

Wprowadzenie hydrofobowej lub lipofobowej substancji aktywne;j
do leku, wyrobu medycznego, kosmetyku lub Zywnos$ci stanowi
w przemysle znacznie wigksze wyzwanie technologiczne niz wpro-
wadzenie substancji hydrofilowych lub lipofilowych. W literaturze
naukowej spotyka si¢ jednak coraz wigcej rozwiazan tego problemu.
Powstaja liczne opracowania technologii i metod preparatywnych,
ktore pozwalaja na stworzenie dyspersji substancji hydrofobowej
zblizonej do roztworu rzeczywistego i charakteryzujacej si¢ jednorod-
noscig wielkosci czastek zdyspergowanych, jednolitoécig rozproszenia
czastek w masie preparatu, stabilno$cig czastek w masie preparatu
i w §rodowisku aplikacji (np. w soku zotadkowym w przypadku postaci
doustnych), maksymalng biodostepnoscia i zawarto$cia dyspergowanej
substancji aktywnej w masie preparatu. Tradycyjne technologie wytwa-
rzania makrozawiesin, komplekséw solubilizacyjnych oraz makro-
emulsji ustepujg technologiom zaawansowanym, umozliwiajagcym
wytworzenie dyspersji w skali nano. Kalepu i Nekkanti" zauwazyli, ze
liczne zaawansowane technologie wprowadzania substancji aktywnej
(np. micele, state dyspersje, liposomy, mikroemulsje) sa juz wyko-
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cesach utleniania w fazie cieklej, a w 2014 r.
tytut naukowy profesora nauk chemicznych.
Jest kierownikiem Zakfadu Chemii Stosowanej
na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza (UAM) w Poznaniu. Od 2019 r. petni
takze funkcje prezesa Polskiego Towarzystwa
Chemicznego. Specjalno$é — chemia stosowana,
kataliza heterogeniczna, chemia kosmetyczna

i farmaceutyczna.
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rzystywane w celu poprawy

Opatrunki
cech produktéw komercyjnych

modyfikowane

Systemy

tworzace film

Nanoemulsje

zawierajacych substancje trudno
rozpuszczalne. Liczne zespoly
badawcze za temat prac podjety
problematyke metod prepara-
tywnych zwiazanych z wpro-
wadzeniem substancji trudno
rozpuszczalnych do postaci leku
oraz metod analitycznych umoz-
liwiajacych prawidlowa charak-
terystyke danej technologii* .
Praca miata na celu przeglad

Wiékna
elektroprzedzone

Organozele

| Systemy mikroemulgujqce

technologii stosowanych do spo- -/— Technologie
rzadzania preparatow zawieraja- : mukoadhezyjne
cych substancje trudno rozpusz-

czalne w wodzie, na przyktadzie

propolisu jako naturalnej substancji

aktywnej stosowanej w przemysle m

farmaceutycznym, kosmetycz-

nym i spozywczym. Propolis jest Stale nanoczastki /

bogata mieszaning fenoli, kwasow lipidowe

orfganicz’nych, witalrnin,. wos.k (),W’ Nanostrukturalne .

mineraléow, enzyméw i olejkow nosniki lipidowe Technologie stalych

eterycznych, dzigki czemu wyka-

. A

zuje dziatanie przeciwbakteryjne, |Nos’niki

Technologie tradycyjne

mikro- i nanoczgstek

przeciwwirusowe, przeciwgrzybi-
cze, antyoksydacyjne, hepatopro-
tekcyjne, przeciwzapalne i rege-
nerujgce?. Znaczenie kliniczne
propolisu jako substancji farmako-
logicznie aktywnej wzrasta dzigki
jego naturalnemu pochodzeniu. Co
wiecej, propolis w licznych badaniach wykazuje nawet wigksza skuteczno$¢
dziatania niz syntetyczne odpowiedniki stosowane w danej aplikacji, np.
w tradziku?, opryszczce narzadow piciowych® lub opryszczce warg”.
Szeroki zakres dziatania propolisu sprawia, ze jest on chetnie wykorzystywa-
ny w stomatologii do ochrony szkliwa i leczenia ubytkow®.

Metodyka pracy

W celu wytypowania sposrod dostepnych baz naukowych reprezen-
tatywnej grupy dokumentow, przeglad baz naukowych przeprowadzo-
no z wykorzystaniem multiwyszukiwarki w ustudze EBSCO Discovery
Service. Zebrane tam prace przyporzadkowano do odpowiednich grup
technologicznych (rysunek). W przypadku technologii hybrydowych,
uwzgledniajacych w preparatyce zastosowanie tacznie kilku grup tech-
nologicznych, decydujaca w klasyfikacji byta technologia kofncowa,
charakteryzujaca ostateczng posta¢ leku. Na uwage zashuguje fakt,
ze az 80 opiséw technologicznych zostalo opublikowanych w ciggu
ostatniej dekady. Zauwazalny jest rowniez wzrostowy trend liczby
publikowanych dokumentow w czasie.

Technologie tradycyjne

Technologie komercyjnie klasyczne z punktu widzenia przemystu sa
zwykle preferencyjna, tanig i technicznie optymalna metoda produkcji.
Zazwyczaj nie wymagaja zaawansowanej aparatury preparatywnej z uwagi
na prostote fizyczno-chemicznych procesow zachodzacych w mieszal-
nikach i homogenizatorach. Przyktadowo, w przypadku emulsji bedzie
to zwigkszanie stopnia dyspersji fazy rozproszonej pod wpltywem ciepta
i duzych sit Scinajacych homogenizatora, a w przypadku hydrozeli roz-
wijanie i hydratacja tancuchow polimeru, uzyskane w wyniku mieszania.
Wsrod komercyjnie dostgpnych na polskim rynku aptecznym preparatow
z propolisem dominuja ptyny oraz masci typu W/O. Pomimo intensywnego
rozwoju technologii zaawansowanych, w literaturze wciaz pojawiaja
sic nowe opracowania zwigzane z technologiami tradycyjnymi. Jednym
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Mikrokapsulki
Figure. Quantitative distribution of scientific papers listed in EBSCO Discovery Service Multi-Search due to the technol-
ogy used in the preparation of the drug delivery system containing propolis

Rysunek. llosciowe przedstawienie prac naukowych notowanych w multiwyszukiwarce ustugi EBSCO Discovery
Service ze wzgledu na zastosowang technologie w preparatyce systemu dostarczania leku zawierajagcego propolis

z najciekawszych dokumentow wartych uwagi w tym zestawieniu jest
badanie przeprowadzone przez zespot Ziliusa®, w ktorym poréwnano
uwalnianie kwasow fenolowych propolisu z leku i przenikanie prze-
zskoérme in vitro z 3 tradycyjnych postaci masciowych: mascei lipofilowe;,
kremu W/O i hydrozelu. Zespot wykazal, ze najwigksze kumulatywne
uwalnianie kwasoéw fenolowych zachodzi z hydrozelu, a penetracja sub-
stancji aktywnych do naskorka i skory wlasciwej z postaci kremu W/O.
Zasugerowano, ze na skuteczno$¢ penetracji mogla mie¢ wptyw maceracja
naskorka z udziatem wody dostarczonej w kremie W/O przy jednoczesnej
okluzji obnizajacej poziom transepidermalnej utraty wody. Ciekawym
przyktadem aplikacyjnego wykorzystania propolisu w formulacjach trady-
cyjnych moze by¢ badanie kliniczne przeprowadzone przez Arenbergera
i wspotpr.”. Poréwnano w nim pomadke opracowang w formulacji emul-
sji. W/O zawierajaca 0,5% mas. ekstraktu z propolisu z kremozelem
O/W zawierajacym 5% mas. acyklowiru. Badanie przeprowadzono na
379 pacjentach z opryszczka wargowa. Pomadka z propolisem wykazata
wieksza skutecznos¢ w leczeniu skornych objawow opryszczki niz preparat
z acyklowirem, $rednio przyspieszajac poprawe o 1 dzien w stosunku do
formulacji z samym acyklowirem. Balata i wspotpr.'?, zmieniajac st¢zenia
poszczegdlnych sktadnikow emulzeli typu O/W, badali profil uwalniania
propolisu z przygotowanych masci. Wykazano, ze korzystniejsze jest
zastosowanie palmitynianu izopropylu niz parafiny cieklej z uwagi na
intensywniejszy i stabilniejszy (kinetyka 0-rzedu) profil uwalniania. Dalsze
badania szybkosci regeneracji ran przeprowadzone na szczurach laborato-
ryjnych linii Wistar wykazaly szybsze wygojenie si¢ ran po zastosowaniu
formulacji emulzelu O/W (4% mas. ekstraktu z propolisu) niz czystego
ekstraktu z propolisu. Zasugerowano, ze efekt ten moze powodowaé dhu-
gotrwala okluzja w potaczeniu z powolnym dostarczaniem leku. Ostatnim
przyktadem wartym uwagi sa dwie publikacje z 2020 r. zespotu Said Dos
Santos' 12, w ktorych do optymalizacji formulacji zastosowano koncepcje
projektowania eksperymentu DoE (design of experiment) zwizualizowa-
nego metoda powierzchni odpowiedzi dla zmiennych zaleznych. Zmienne
badane stanowily parametry tekstury przygotowanych emulzeli z ekstrak-
tem propolisowym, opartych na karbomerze i trzech olejach naturalnych.




Dodatkowo weryfikowano przenikanie do naskoérka i skory wlasciwej
formulacji metodg fotoakustyczng. Wykazano, ze propolis z pierwszej
ekstrakcji miat najwigkszy wplyw na zwartg strukture emulzelu z uwagi na
wytracanie si¢ substancji zywicznych w emulsji. Udowodniono takze, ze
technologia emulzelu O/W sprawdza si¢ jako posta¢ dermatologiczna dla
propolisu, wykazujac dobrg penetracj¢ do skory wiasciwej, ale zachowujac
jednoczesnie profil przedtuzonego uwalniania.

Technologie mukoadhezyjne

Technologie mukoadhezyjne stosuje si¢ do wytwarzania produktow
stuzacych do przedhuzonego kontaktu z blonami $luzowymi. Preparaty
z propolisem oparte na tej technologii znajdujg najwigcej zastosowan
w stomatologii i ginekologii z uwagi na bakterio-, grzybo- i wiruso-
bojcze dziatanie propolisu. Znane sg liczne formy mukoadhezyjne:
tabletki, proszki, zele, pasty i filmy. Laczy je duza zawarto$¢ polimeru
wykazujacego zdolnos¢ adhezji do btony §luzowej. Wsrdd najczesciej
stosowanych polimerow mukoadhezyjnych wymienia si¢ pochodne
celulozy, karbomery, pektyny, alginiany i chitozan. Zjawisko muko-
adhezji opisano licznymi teoriami oddziatywania molekularnego, takimi
jak sieciowanie i powstawanie wigzan wodorowych na powierzchni
styku $luzéwki i uwodnionego polimeru'®. Badania doswiadczalne
sa dowodem na istot¢ doboru odpowiedniej formulacji do danego
zastosowania. Przykladowo, dyfuzja kofeinianu 2-fenyloetylu (CAPE,
sktadnik propolisu) przez spreparowang btong $luzowa byta 36 razy
wigksza w przypadku zelu mukoadhezyjnego opartego na hydroksypro-
pylometylocelulozie (HPMC) niz w przypadku etanolowego ekstraktu
propolisowego'”. Z punktu widzenia preparatyki technologii mukoadhe-
zyjnych duze znaczenie ma takze wptyw uzytych sktadnikéw na site
mukoadhezji i parametry tekstury. Berretta i wspotpr.'> przygotowali
kilka zeli mukoadhezyjnych opartych na réznych polimerach w polacze-
niu z ekstraktem propolisowym i badali m.in. sil¢ mukoadhezji. Sposrod
polimerow, takich jak karbopol (karbomer), karbopol i poloksamer;
alginian i1 pektyny; chitozan i hydroksyetyloceluloza, najwigksza sita
przylegania do blony §luzowej charakteryzowat si¢ zel karbomerowy.
Z kolei Borges i wspotpr.'9 wykazali pozytywny wpltyw propolisu na
wilasciwosci filmu mukoadhezyjnego zbudowanego z kolagenu, zelaty-
ny, sorbitolu i ekstraktu propolisowego. Film propolisowy w poréwna-
niu z filmem placebo wykazat wigkszg sit¢ mukoadhezji oraz spowol-
niony czas pecznienia w wodzie. Spos$rod postaci mukoadhezyjnych
opisywanych w literaturze najliczniejszg grupe stanowity postaci zelu
termowrazliwego, przygotowanego z uzyciem poloksameru i karbopolu
(karbomeru). W przypadku temperatury zelowania bliskiej temperaturze
ciala mozliwe jest przygotowanie tatwego w aplikacji ptynu, ktory
zeluje 1 utrzymuje si¢ w miejscu dzialania. Ptyn dostarczany jest np. za
pomoca irygatora (irygacja dopochwowa) lub strzykawki dentystyczne;j.
Interesujace badanie przeprowadzit zespot Fabri'”, ktory scharakteryzo-
wat zele termowrazliwe z ekstraktem propolisowym lub z cytrynianem
sildenafilu. Dla réznych proporcji karbopolu i poloksameru badano
temperature zelowania, profil reologiczny i sitg¢ mukoadhezji. Co cieka-
we, profil uwalniania cytrynianu sildenafilu byt gwaltowny, a propolis
wykazywat profil przedluzonego uwalniania. Moze to by¢ spowodowa-
ne stabg rozpuszczalnosécig propolisu w wodzie (w przeciwienstwie do
dobrze rozpuszczalnego cytrynianu sildenafilu).

Technologie statych mikro- i nanoczgstek

Dyspersje statych mikro- i nanostruktur zawierajace propolis zna-
lazty zastosowane w technologii mikroczastek, nanoczastek, mikro-
sfer, mikrokapsutek, stalych czastek nosnikowych, nanostrukturalnych
nosnikow lipidowych NLC (nanostructured lipid carriers) oraz statych
nanoczastek lipidowych SLN (solid lipid nanoparticles). Bardzo liczne
opracowania literaturowe substancji stabo rozpuszczalnych majg swoje
uzasadnienie z uwagi na poprawe stopnia dyspersji substancji aktywnej,
zwigkszenie biodostepnosci 1 tym samym skutecznosci dziatania farma-
kologicznego. Na problemy zwigzane z technologia statych nanoczastek
sktada¢ si¢ moga m.in. wyzsze koszty produkcji oraz niepozadane
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zjawiska destabilizacji, takie jak agregacja czastek'®. Pomimo réznic
w preparatyce mikro- i nanoczastek, technologie te charakteryzuje si¢
podobnymi metodami analitycznymi, okreslajacymi efektywnos¢ enkap-
sulacji, indeks polidyspersji, potencjat zeta, wielkos¢ czastek, ksztalt
i strukture, profil kalorymetrii réznicowej, widmo IR i profil uwalniania.
W preparatyce mikro- i nanoczastek czgsto wykorzystywana jest apara-
tura, w ktorej mozliwe jest rozbicie czastek frakcji nierozpuszczalnej
na drobiny wielkosci 10—1000 nm. Do tego celu stosowane sg m.in.
ultrawydajne homogenizatory mechaniczne, sonikatory lub potaczenie
tych dwoch metod homogenizacji. Wykorzystywane sa takze techniki
preparatywne z udziatem wyparek rotacyjnych, suszarek rozpytowych
lub liofilizatoréw. Jednym z najprostszych przyktadow w technologii
nanoczastek moze by¢ preparatyka zaproponowana przez Kazemi
i wspotpr.'?). Przefiltrowany ekstrakt etanolowy z propolisu poddali oni
liofilizacji, rozpuscili w 70-proc. etanolu i poddali 20-minutowej soni-
kacji, otrzymujac w ten sposob nanoczastki propolisu o $rednicy ponizej
100 nm. Ten rodzaj preparatyki przygotowania form nano jest bardzo
interesujacy z punktu widzenia zmiany skali procesu z laboratoryjnej
na produkcyjna, ze wzgledu na matg liczbg etapéw procesu. Majac na
uwadze korzysci wynikajace ze zmodyfikowanego profilu uwalniania
z nano- i mikroczastek, nie sposdéb nie wspomnie¢ o pracy zespotu
Elbaz?”, w ktorej zastosowano zaawansowang, hybrydowa preparatyke
nanoczgstek wewnatrz mikroczastek. Nanoczgstki otrzymywane byty
réznymi metodami, celem skontrolowania wplywu ich rodzaju na osta-
teczny profil uwalniania. Przyktadowo, ekstrakt etanolowy z propolisu
potaczono z poloksamerem i acetonem, a nastgpnie dodawano kroplami
do wody. Po odparowaniu acetonu, zawiesing nanoczastek liofilizowano.
Drugi rodzaj nanoczastek otrzymano, mieszajac etanolowy ekstrakt
z propolisu z kopolimerem kwasu mlekowego i glikolowego oraz
z acetonem. Mieszaning dodawano kroplami do wodnego roztworu
alkoholu poliwinylowego (2% mas./obj.), po czym catos¢ poddano
sonikacji 1 pozostawiono do odparowania acetonu. W celu otrzymania
mikroczastek oba rodzaje nanoczastek umieszczono w wodnym roztwo-
rze chitozanu (0,1% mas./obj.), a nastgpnie poddano suszeniu rozpyto-
wemu, otrzymujac nanoczastki z propolisem zawarte w mikroczastkach.
Kolejna interesujaca metoda pozyskiwania nanoczastek jest nanopre-
cypitacja zaproponowana przez zespot Nascimento?". Polikaprolakton
wraz z etanolowym ekstraktem propolisowym stanowily faze olejowa,
za§ wodny roztwor poloksameru fazg wodna. Wkraplajac 0,5 mL fazy
olejowej do 50 mL fazy wodnej, wytworzono nanoczastki. Inng nowa-
torska metode otrzymywania hybrydowych nanoczastek propolisowo-
-srebrowych zaproponowal zespét lka?, ktory wykorzystat redukcie
srebra z AgNO, za pomocg roztworu NaBH,. Etanolowy ekstrakt z pro-
polisu dodano do wodnego roztworu azotanu srebra i tak przygotowana
mieszaning wprowadzono do roztworu borowodorku sodu, intensywnie
mieszajac. Otrzymano hybrydowe nanoczastki wielkosci ponizej 50 nm,
ktore w badaniach mikrobiologicznych wykazywaty wigksza aktywno$¢
bakteriobojcza od nanoczastek srebra i ekstraktu etanolowego oddziel-
nie. Przyktadem wykorzystania liofilizacji i suszenia rozpytlowego moze
by¢ praca zespotu Sturma®. Badacze sprawdzali wptyw wymienionych
metod i réznych no$nikéw, takich jak guma arabska, inulina i maltodek-
stryna, na parametry charakterystyki mikroczastek. Wskazali na wyzszy
stopien enkapsulacji dla metody liofilizacji niz suszenia rozpylowego.

Mikrokapsutki

Sposrod stalych mikroczastek mozna wyr6zni¢ mikrokapsutki, rézniace
si¢ od innych mikroczastek tym, Ze stalg posta¢ przybiera jedynie powtoka
zewngtrzna, podczas gdy wewnetrzna czg$¢ pozostaje w stanie cieklym.
Najczeséciej w preparatyce mikrokapsulek wykorzystywane sg roztwory
alginianowe lub chitozanowe. W pracy Keskina® przedstawiono sposob
otrzymywania mikrokapsutek. W roztworze etanolu (30% obj.) rozpuszczo-
no 1% (mas./obj.) alginianu sodu, nastgpnie do mieszaniny dodano etano-
lowy ekstrakt propolisowy i1 calo$¢ zhomogenizowano. Mikrokapsutki
uzyskano poprzez wkraplanie tak przygotowanej mieszaniny do roztworu
chlorku wapnia (0,05 M). Nastepnie osad mikrokapsutek odfiltrowano
i suszono prozniowo. Wydajnosci inkapsulacji wynosita ponad 99%.




Nosniki

Technologie oparte na wykorzystaniu no$nika, w przeciwienstwie do
innych technologii nanoczastek, nie bazuja na wytraceniu frakcji nosnej
in situ, lecz na dodaniu takiej frakcji podczas preparatyki. Dla propolisu
zaproponowano zaré6wno nosniki proste, takie jak pylek pszczeli, jak
i bardziej zaawansowane, jak krzemionki mezoporowate. Jednak na
najwickszg uwage zastuguje praca Guzman-Oyarzo i wspolpr.?, kto-
rzy zaproponowali bardzo zaawansowang preparatyke prowadzaca do
otrzymania nanostrukturalnego krzemu zawierajacego polifenole propo-
lisu. W tym celu wafel krzemowy oczyszczono kilkuetapowsa sonikacja.
Nastgpnie wytrawiono powierzchni¢ kwasem fluorowodorowym w eta-
nolu (w stosunku 1:2), po czym przeprowadzono elektropolerowanie tej
powierzchni. Warstwa mikroporowata zostata nastepnie odcigta ostrzem
diamentowym, zmielona, zhomogenizowana i utleniona za pomoca
H,0, (30% obj.). Tak uzyskany krzem nanostrukturalny zanurzono
w zakwaszonym roztworze wodnym chitozanu (1% mas./obj.) i przemyto
etanolem. Krzem z chitozanem zanurzano w roztworze monomerow
[-cyklodekstryny z diwodorofosforanem(V) sodu i kwasem cytrynowym.
Z tak wytworzonego polimeru fS-cyklodekstryny uzyskano makrostruk-
tury zawierajace mikrostruktury nanokrzemu. Do takich makrostruktur
dodano polifenole propolisu i przeprowadzano dalsze badania charak-
teryzujace technologi¢, w tym badania uwalniania substancji aktywne;j.

Nanostrukturalne nosniki lipidowe

Wytwarzanie nanostrukturalnych no$nikéw lipidowych (NLC)
to technologia bazujaca na procesie emulgacji, réznigca si¢ od
tradycyjnych metod tworzenia emulsji zastosowaniem ultrawydajnej
homogenizacji. Soleimanian i wspotpr.® przeprowadzili badania eks-
perymentalne z wykorzystaniem wosku propolisowego do otrzymania
NLC jako nosnika dla innych substancji aktywnych. W tym celu wosk
propolisowy, olej z pestek granatu i lecytyng jako faze olejowa oraz
roztwor Tween 80 jako faz¢ wodnag podgrzano do 80—85°. Nastepnie
fazg wodna wkraplano w tej temperaturze do fazy olejowej, mieszano
i homogenizowano, a pozniej sonifikowano. W ten sposob otrzymano
nanostruktury o wielkosci 71-366 nm. Technologia ta wykorzystuje
jedynie frakcje lipofilowa propolisu, ale z uwagi na jej interesujaca
charakterystyke, zostala uwzgledniona w tym zestawieniu.

State nanoczastki lipidowe

State nanoczastki lipidowe (SLN) zyskuja coraz wigksza popular-
nos¢. Od NLC roznia si¢ tym, ze wewnatrz emulgowanej nanokropli
znajduje si¢ wytacznie lipidowa frakcja stata. Dla SLN z propolisem
zaproponowano dwa rodzaje metod preparatywnych. Pierwsza polega
na homogenizacji w 75°C frakcji lipidowej (tristearyna, ekstrakt propo-
lisowy) i frakcji wodnej (woda, poloksamer) za pomocg sonikatora®”.
Druga polega na uzyciu lotnych rozpuszczalnikéw, faze olejows
stanowig lecytyna, ekstrakt propolisowy, monostearynian glicerolu
i dichlorometan, za$ fazg¢ wodng Tween 80 i PEG 400 w roztworze
wodnym. Faze olejowg wkraplano do fazy wodnej i mieszano w celu
emulgacji i odparowania rozpuszczalnika®®. Nieznacznie mniejsze
nanostruktury otrzymano za pomoca drugiej metody.

Technologie pecherzykowe
Micele

Micele to pecherzyki zbudowane z kolistych agregatow surfaktantu,
w ktorych fragment hydrofilowy znajduje si¢ na zewnatrz agrega-
tu, a tancuch lipofilowy skierowany jest do wnetrza. Hydrofobowe
substancje farmakologicznie aktywne ulokowane sa w wewngtrznej
czesci miceli. Dla propolisu zaproponowano preparatyke z uzyciem
amfifilowych polimerow blokowych, takich jak: politlenek etylenu-
-poliakrylan n-butylu®® lub politlenek etylenu (26)-politlenek propylenu
(40)-politlenek etylenu (26)*?. W pierwszym przypadku polimer oraz
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ekstrakt propolisowy byty rozpuszczane w etanolu, po czym do miesza-
niny dodawano wod¢. W drugim przypadku do etanolowego ekstraktu
z propolisu dodawano wode z polimerem. Nastgpnie w obu tych prepa-
ratykach odpedzono etanol zawarty w mieszaninie za pomoca wyparki
rotacyjnej. Micele otrzymane pierwsza metoda byly nieco wigksze
(ok. 50 nm) niz micele otrzymane metoda drugg (ok. 20 nm).

Pecherzyki dwuwarstwowe: liposomy, niosomy, fitosomy

Jednym z najbardziej popularnych sposobow wprowadzenia substancji
farmakologicznie aktywnych sa technologie pgcherzykéw zbudowanych
z podwojnej btony lipidowej. Rozmiary pecherzykéw wynoszace kilkadzie-
sigt-—kilkaset nanometréw oraz mozliwo$¢ fuzji pecherzyka z blona komor-
kowa sprawiaja, ze sa one chetnie wykorzystywane jako nosniki lekow
o duzej biodostepnosci. Liczba réznorodnych zaawansowanych technologii
pecherzykowych wykorzystywanych w medycynie wciaz rosnie. Zespot
Chacko w pracy®” z 2020 r. wymienia az 14 podgrup technologicznych
pecherzykoéw wykorzystywanych w dermatologii. Réznice zauwazalne sa
najczegsciej w preparatyce oraz uzytych w niej sktadnikach, przy czym kazda
technologia pecherzykowa charakteryzuje si¢ nieco odmiennymi cechami.
W zestawieniu przedstawiono technologie pecherzykow zawierajacych pro-
polis: liposomy, niosomy i fitosomy. Jedna z najprostszych preparatywnie
i najczesciej wykorzystywanych metod pozyskiwania pecherzykow jest
metoda wstrzykiwania etanolu (ethanol injection method), ktora polega na
wkraplaniu etanolowego roztworu sktadnikow btony lipidowej (fosfolipidy,
cholesterol) i substancji aktywnej do fazy wodnej, z jednoczesnym miesza-
niem roztworu wodnego. Aby poprawi¢ parametry indeksu polidyspersji,
wydajnosci enkapsulacji oraz wielkosci pecherzykow, zaproponowano
rozne modyfikacje tej metody. Refaat i wspolpr.3? zaproponowali metode
wiryskiwania etanolowego roztworu fosfolipidéw, cholesterolu i ekstraktu
propolisowego do roztworu sacharozy (9% mas./obj.) w temp. 80°C, w kto-
rej nastgpowalo momentalne odparowanie etanolu. Zespol badat metoda
powierzchni odpowiedzi wplyw roéznych proporcji sktadnikow na parametry
otrzymywanych liposoméw, w tym na indeks polidyspersji i wielkosé¢
liposoméw. Inng modyfikacja preparatyki jest metoda zaproponowana
przez zespot Aytekina®. W tej modyfikacji fosfolipidy, cholesterol i ekstrakt
propolisowy rozpuszczono w etanolu i to do tej mieszaniny dodawano kro-
plami wode oczyszczona (uktad chroniono przed odparowaniem etanolu).
Nastepnie uzyskana frakcje liposomalng odwirowano od reszty roztworu,
rozcienczono woda i poddano sonikacji. Ta metoda otrzymano Iacznie kilka
roznych formulacji liposomow, dla ktorych nastgpnie oznaczono wielkosé
pecherzykow, potencjat zeta i indeks polidyspersji.

Podczas gdy liposomy charakteryzuje dwuwarstwa ztozona z fosfo-
lipidow (surfaktantow amfoterycznych), to w dwuwarstwie niosomow
znajdujg si¢ surfaktanty niejonowe. Niosomy otrzymywane sg podob-
nymi technikami preparatywnymi i charakteryzowane analogicznymi
metodami analitycznymi. W pracy Ilhan-Ayisigi i wspotpr.3® wykorzy-
stano metode wstrzykiwania eteru. Do mieszaniny Tweenu i cholesterolu
rozpuszczonego w eterze dietylowym dodawano ekstrakt propolisowy
oraz wodny roztwor buforu fosforanowego, a nastgpnie mieszaning pod-
dawano sonikacji. Otrzymane niosomy byty odwirowywane od roztworu,
przeptukiwane i liofilizowane. Jeszcze innymi metodami otrzymywane sa
fitosomy, strukturalnie analogiczne do liposomow. W przeciwienstwie do
liposomow, w ktorych substancja aktywna zlokalizowana jest wewnatrz
pecherzyka, w fitosomach jest ona zwigzana w kompleksie z fosfaty-
dylocholing. Zespét Permana® wykorzystal metode uwodnienia filmu
w procesie otrzymywania fitosomow. W tym celu ekstrakt etanolowy
z propolisu, fosfatydylocholing i cholesterol rozpuszczono w metanolu
i odparowano rozpuszczalniki w wyparce obrotowej. Tak otrzymany film
zadano wodg i poddano homogenizacji i sonikacji. Do uzyskanej w ten
sposob dyspersji fitosomow dodano maltodekstryny i poddano liofilizacji.

Mikroemulsje i systemy mikroemulgujgce
Wsrod metod stuzacych do wprowadzania substancji trudno roz-

puszczalnych do wody mozna wskaza¢ tworzenie mikroemulsji oraz
systemow mikroemulgujacych, ktore stuzg do wytworzenia mikroemulsji




in situ. Mikroemulsje charakteryzuja si¢ wystepowaniem fazy wodnej,
olejowej i ukladu emulgujacego. Przy czym uklad emulgujacy wyste-
puje w stezeniach wielokrotnie wyzszych niz w przypadku klasycznych
emulsji. W charakterystyce mikroemulsji i systeméw mikroemulgujacych
najwazniejszg role odgrywaja diagramy fazowe, na ktorych wskazywany
jest obszar procentowego udziatu faz, w obrebie ktorego wytworzona jest
mikroemulsja. Zilius*® zaproponowat mikroemulsje ztozone z PEG-8 gli-
cerydow kwasu kaprylowego i kapronowego jako surfaktantu, etanolu jako
kosurfaktantu, mirystynianu izopropylu jako fazy olejowej oraz wody jako
fazy wodnej. W wariancie z propolisem, przygotowano etanolowy ekstrakt
z propolisu, zastgpujacy etanol jako kosurfaktant. W celu wytworzenia
mikroemulsji zastosowano metodg rozcienczania oleju, tj. do mieszaniny
wody, surfaktantu i kosurfaktantu, mieszajac, wkraplano olej do momentu
wytworzenia mlecznej emulsji. Dla tego stezenia oleju wykreslano obszar
mikroemulsji. Badania charakteryzujace technologi¢ polegaty na okresleniu
indeksu polidyspersji, wielkosci kropel i stabilnosci. Z przeprowadzonych
badan wynikalo, Zze zastapienie etanolu ekstraktem propolisowym ma
niewielki wplyw na zwigkszenie wielkosci kropel i nieznaczne obnizenie
indeksu polidyspersji. Systemy mikroemulgujace z uzyciem propolisu to
stosunkowo nowe w $wiecie naukowym charakterystyki. Wszystkie trzy
prace opublikowane zostaty po 2019 r. Przykladowo, Marquele-Oliveira
i wspotpr.?” zaproponowali system mikroemulgujacy skladajacy sie z eks-
traktu propolisowego i eterycznego olejku cynamonowego (faza olejo-
wa, 13,5% mas.), mono- i diglicerydow $redniotancuchowych kwasow
tluszczowych (surfaktant, 11% mas.) oraz makrogolu 400 (kosurfaktant
75,5% mas.). Sktadniki byty dodawane kolejno do ekstraktu propoliso-
wego, a mieszanina byta homogenizowana. Uzyskany w ten sposob uktad
postuzyt nastepnie do nasaczenia membran celulozowych oraz do dalszych
badan. Liczne formulacje mikroemulgujace zostaly opracowane przez
zespoty Wanga®® i Syukri*”. Formulacje zawierajace rozne ilosci roznych
surowcow zastosowanych jako surfaktant, kosurfaktant oraz olej byly
badane pod katem potencjatu zeta, wielkosci kropel i stabilno$ci.

Organozele

Organozele sa obecnie szeroko badang i rozwijana grupa technolo-
giczna. W przeciwienstwie do hydrozeli, fazg ciagla stanowi tu ciecz
organiczna. Z kolei za sieciowanie odpowiadaja réznorodne zelatory,
matoczasteczkowe lub polimerowe. Zelowanie moze przebiega¢ przy
udziale réznych procesow i zjawisk chemicznych i fizycznych, takich
jak tworzenie wigzan sieciujacych polimeru lub fizyczne uporzadkowa-
nie struktur matoczasteczkowych*”. Liczba potencjalnych kombinacji
substancji zdyspergowanych i rozpuszczalnikow jest znacznie wigksza
niz w przypadku hydrozeli. Stad bierze si¢ ogromna réznorodnos¢ cech
poszczegdlnych typow organozeli. W farmacji czgsto wykorzystywane sg
organozele typu PLO (pluronic-lecithin organogel), z uwagi na stosun-
kowo prosta preparatyke i promocje wchilaniania przezskornego dzigki
sktadnikom formulacji. W technologii organozelu typu PLO utworzono
liczne formulacje zawierajace substancje trudno rozpuszczalne w wodzie,
m.in. formulacj¢ zawierajaca propolis. Lecytyng rozpuszczono w palmi-
tynianie izopropylu (faza olejowa), poloksamer zdyspergowano w wodzie
i wstawiono do lodoéwki do catkowitego rozpuszczenia. Nastepnie etano-
lowy ekstrakt z propolisu rozpuszczono w makrogolu 400 i dodano do
fazy olejowej. Fazg olejowa dodawano do fazy wodnej i mieszano. W ten
sposob wytworzono organozel typu PLO, sieciowany przez wytworzenie
cylindrycznych micel w medium organicznym?*). Warto nadmieni¢, ze
propolis Iub jego frakcja woskowa wykorzystywane sg w wytwarzaniu
organozeli zawierajacych inne substancje farmakologicznie aktywne.
Przyktad takiego sieciowania organozelu opartego na oleju z pestek
granatowca woskiem propolisowym zaproponowali Fayaz i wspotpr.*?.

Opatrunki
Widkna elektroprzedzone

Kolejna grupa technologiczna intensywnie rozwijang w ostatnich
latach sg wiokna elektroprzedzone. W procesie ich produkcji mozna
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inkorporowac¢ substancje farmakologicznie aktywna trudno rozpuszczalng
w wodzie. W ten sposob poprawiana jest biodostepnos¢ danej substancji
przy jednoczesnym kontrolowanym uwalnianiu. Technologia elektroprze-
dzenia jest obecnie rozwijana w kierunku poprawy wydajnosci produkcyj-
nej. Polega ona na wytworzeniu struktury nano- lub mikrowtokien z inkor-
porowang substancja aktywna w wyniku wyciagania takich wiokien pod
wpltywem wysokiego napigcia. W tym celu rozpuszczony (najczesciej
w rozpuszczalniku organicznym) polimer wraz z substancja aktywna
wypuszczany jest ze stalg predkoscig z dyszy przedzalniczej. Pomiedzy
dysza a uziemionym kolektorem wytwarzane jest wysokie napigcie, ktore
przewyzsza sity napigcia powierzchniowego. W ten sposob wyciggane
jest wiokno, z ktorego momentalnie odparowuje rozpuszczalnik®. Do
badan jako$ciowych otrzymanych widkien shuza techniki potwierdzajace
sktad wilokien (spektroskopia FTIR), ich wielko§¢ i strukture (mikro-
skopia SEM), badania uwalniania oraz badania charakterystyczne dla
danego zastosowania substancji aktywnej (np. badania mikrobiologiczne).
Propolis, ze wzgledu na dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwza-
palne i przyspieszajace regeneracje skory, znalazl liczne zastosowania
jako substancja inkorporowana we widkna pehigce funkcje opatrunku.
W takim przypadku widkna nanoszone s na material podstawowy,
np. polipropylen. Taka produkcje nitek z wykorzystaniem etanolowego
roztworu poliwinylopirolidonu i propolisu zaproponowali Adomaviciute
i wspotpr.*Y. Z kolei Alberti i wspotpr.* udowodnili, ze polimer i propolis
moga by¢ otrzymane w wysokiej temperaturze z roztworu wodno-eta-
nolowego lub wodnego z dodatkiem makrogolu 400. Wodno-etanolowy
roztwér alkoholu poliwinylowego dodawano do wodno-etanolowego
ekstraktu propolisu i taki roztwor poddawano elektroprzedzeniu. Jeszcze
inny sposob preparatyki wiokien elektroprzedzonych zaproponowali
Khoshnevisan i wspotpr.*®. W tym przypadku elektroprzedzeniu podda-
wano roztwor octanu celulozy i polikaprolaktonu w mieszaninie acetonu
z kwasem octowym. Dopiero tak otrzymane wldokna po uprzednim
przemyciu, pozostawiono na 1 dob¢ do namoczenia w etanolowym eks-
trakcie z propolisu. Inkorporacja substancji aktywnej odbywala si¢ w tym
przypadku metoda immersji, a nie w trakcie elektroprzedzenia.

Opatrunki modyfikowane

Propolis, z uwagi na cenne wilasciwosci przeciwbakteryjne 1 rege-
neracyjne, znalazl zastosowanie w zaopatrywaniu ran. Zaproponowano
opatrunki modyfikowane ekstraktem z propolisu. Takie opatrunki czerpia
z tradycyjnych technologii ptynu, jednak z uwagi na strukturyzacje posta-
ci leku zapewniang przez wtdkna opatrunku, mozliwe jest zastosowanie
nowych, ciekawych rozwigzan. Przyktadowymi technikami nanoszenia
ekstraktu propolisowego moga by¢ immersja w roztworze etanolowym
lub rozpylanie ekstraktu na powierzchni opatrunku®”. Modyfikacje tech-
nologii otrzymywania opatrunkéw zaproponowali Sharaf i EI-Naggar*®.
Otrzymali oni kationizowany opatrunek baweiany powlekany hydro-
zelem z ekstraktem propolisowym. Hydrozel zostat przygotowany
w 85°C poprzez mieszanie i dodawanie kroplami etanolowego ekstraktu
propolisowego do roztworu f-cyklodekstryny. Nastepnie taki roztwor
dodawano kroplami i mieszano z roztworem x-karagenianu. Na koniec
dodano roztwor glioksalu celem usieciowania hydrozelu. Z kolei bawetna
byta przygotowana poprzez zanurzenie jej w roztworze [V-rzedowej soli
amoniowej, 2-krotne przephukanie i wysuszenie w 80°C. Tak otrzymana
bawelna byla nastgpnie wielokrotnie zanurzana w roztworze wczesniej
przygotowanego hydrozelu i suszona w temp. 80°C az do uzyskania gru-
bej warstwy powlekajacej. Opatrunki badano m.in. pod katem dziatania
przeciwbakteryjnego metoda krazkowo-dyfuzyjna.

Inne technologie

Wsrod technologii zaproponowanych dla propolisu znalazty si¢ takze
pojedyncze, rownie ciekawe prace preparatywne, nie zaklasyfikowane do
zadnej z wczesniej wymienionych grup. Wérod technologii uzywanych
w stomatologii, obok postaci mukoadhezyjnych mozna wymienic lakiery
nanoszone bezposrednio na szkliwo zgba. Taka przyktadowa formulacja
lakieru z propolisem zostata zaproponowana przez Franca i wspolpr.®).




W celu otrzymania takiego lakieru zastosowano nastgpujacg preparatyke:
w 25-proc. etanolowym ekstrakcie z propolisu rozpuszczono kolejno
etanol, kwas octowy, chitozan i uzupetiono formulacje woda, uzyskujac
stezenia propolisu 5—15% (mas./obj.) oraz stgzenie etanolu 60% obj.
Taki lakier o stezeniu propolisu 15% (mas./obj.) wykazywat dtugotrwate
uwalnianie substancji aktywnej z postaci leku oraz wlasciwosci inhibi-
cyjne i bakteriobdjcze w stosunku do biofilmu bakterii odpowiedzial-
nych za prochnice podobne do wiasciwosci chlorheksydyny w stezeniu
0,12% mas. Nawiazujac do form mukoadhezyjnych, warto wskaza¢ na
technologi¢ zaproponowana przez zespdt Rosseto™ oparta na systemie
tworzacym film FES (film forming system). Jest to formulacja analogiczna
do termoaktywnego zelu mukoadhezyjnego, z ta jednak rdznica, ze
FES jest przeznaczony do stosowania na skorg, a nie blony Sluzowe.
W preparatyce tej postaci najpierw tworzona jest mieszanina dyspers;ji
karbopolu i przygotowanego uprzednio w chlodzie roztworu poloksa-
meru. Po polaczeniu mieszanina poddawana jest Zelowaniu za pomocg
trietyloaminy. Do takiego zelu kroplami dodawany jest etanolowy
ekstrakt propolisowy. W eksperymencie z réznymi zmiennymi (st¢zenie
propolisu, rodzaj polimeru) zastosowano wizualizacj¢ wynikow metoda
powierzchni odpowiedzi dla badanych parametrow tekstury i temperatury
zelowania. Ostatnig technologia warta uwagi jest nanoemulsja otrzymana
metoda emulgacji z inwersja faz. Polega ona na tym, ze do fazy olejowej
(olej stonecznikowy, Span 80, Tween 80, etanolowy ekstrakt z propolisu)
dodawano tacznie 84% mas. wody. Proces prowadzono w temp. 75°C,
mieszajac z predkoscia zaledwie 600 rpm. W toku dodawania wody
dochodzito do odwrocenia faz i powstania kropel olejowych wielkosci
ok. 50 nm i wartosci indeksu polidyspersji 0,25°).

Podsumowanie

Jeszcze kilka dekad temu zakres dostgpnych technologii pozwala-
jacych na wprowadzenie trudno rozpuszczalnej substancji aktywnej do
postaci leku byt bardzo ubogi. Obecnie rozwo6j réznorodnych technik
preparatywnych jest na tyle duzy, ze mozliwe staje si¢ nie tylko skuteczne
rozpuszczenie substancji aktywnej i zwigkszenie jej biodostgpnosci, ale
takze kontrolowane sg inne parametry, takie jak szybkos$¢ uwalniania,
rodzaj aplikacji 1 sposob produkcji. Opracowanie ma na celu wsparcie
naukowe technologéow i chemikow w doborze technologii odpowiedniej
do aplikacji i warunkéw produkecyjnych danej postaci farmaceutycz-
nej, kosmetycznej lub spozywczej. Rozwodj nowoczesnych technologii
pozwala na znamienng poprawe poszczegdlnych cech jakosciowych,
skuteczno$ci dziatania i innowacyjnego charakteru produktu, a tym
samym na zwiekszenie konkurencyjnosci danej firmy. Proces wdrazania
i zwigkszania skali (scale-up) technologii w przemysle jest szczegolnie
istotny z uwagi na zwigkszenie dostgpnosci konsumentom produktow
charakteryzujacych si¢ wyzsza niz dotychczas jakoscig. Roztam pomiedzy
odkryciami naukowymi a dostepnoscig produktéw opartych na nowych
technologiach jest szczeg6lnie zauwazalny w przypadku preparatow z pro-
polisem. Pomimo obecnie panujacego trendu w stosowaniu produktow
naturalnych, wykorzystanie nowych technologii jest wcigz marginalne.

Otrzymano: 22-04-2021
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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja organozelu zawierajgca krzemionke koloidalng oraz
€0 najmniej jeden rozpuszczalnik organiczny.

Organozele stanowig grupe technologiczng zeli, w ktérych faze ciggtg stanowi ciecz organiczna,
a faze rozproszong polimer lub czasteczki sieciujgce. Organozele stanowig obecnie jedng z najbar-
dziej rozwijanych grup technologicznych z obszaru postaci farmaceutycznych do uzytku zewnetrznego
— w szczegolnosci dla celow preparatyki systemow transdermalnych, dostarczania substancji czyn-
nych ogélnoustrojowo. Organozele sg wykorzystywane réwniez w innych segmentach przemystu — na
przyktad w ogdlnie pojetym przemysle chemicznym, spozywczym czy kosmetycznym. Kazda z grup
klasyfikacji strukturalnej organozeli charakteryzuje sie specyficznymi wlasciwosciami fizykochemicz-
nymi — w zaleznosci od uzytego czynnika zelujgcego oraz uzytego medium fazy ciggtej.

Pomimo tego, petna charakterystyka organozelu opartego na krzemionce koloidalnej i polarnym
rozpuszczalniku organicznym nie zostata jeszcze opisana w literaturze. Najblizszg charakterystyke
literaturowg przedstawiono miedzy innymi dla organozelu opartego na krzemionce koloidalnej i roz-
puszczalniku niepolarnym oraz jego potaczeniu z hydrozelem tworzgc bizel (Patel AR, Manko¢ B, Bin
Sintang MD, Lesaffer A, Dewettinck K. Fumed silica-based organogels and ‘aqueous-organic’ bigels.
RSC Adv 2015; 5: 9703-9708). Publikacja autorstwa Patel i wspoétpracownikéw przedstawia zastoso-
wanie zmatowionej krzemionki koloidalnej (hydrofitowe czgstki koloidalnej krzemionki) do wytworzenia
uktadéw miekkiej materii na bazie rozpuszczalnikéw triglicerydéw (organozele i bizele). Przy czym,
krzemionke wykorzystano jako strukturant zelujgcy rozpuszczalnik triglicerydow, ktérym byt olej roslin-
ny. Krzemionka zmatowiona dziata jako srodek zwiekszajgcy lepkosé. Wiasciwosci nadajgce lepkosc
olejowi przez zmatowiong krzemionke sg dobrze znane (przypisywane tworzeniu sie sieci 3D w cie-
ktym oleju), a zatem zmatowiona krzemionka jest czesto stosowana do kontroli reologii olejéw mine-
ralnych i roslinnych. W omawianej publikacji wykazano, ze tworzenie sie zelu jest mozliwe nawet przy
stezeniach zmatowionej krzemionki koloidalnej = 10% wag., jesli zmatowiona krzemionka jest réwno-
miernie rozproszona.

Z europejskiego opisu zgtoszeniowego EP3766904 Al znana jest kompozycja organozelu za-
wierajgca jeden lub wiecej rozpuszczalnikdw organicznych; jeden lub wiecej akrylanéw, korzystnie
w ilosci 1-25% wag.; i jeden lub wiecej dodatkéw funkcjonalnych, takich jak krzemionka. Przy czym,
jeden lub wiecej dodatkéw funkcyjnych stanowi od 1 do 10% wag. kompozyciji.

Z publikacji autorstwa Osmalek i wspétpracownicy znana jest kompozycja organozelu do prze-
noszenia substancji aktywnych zawierajgca 0,5% meloksykamu, w ktérej sktadnikami formujgcymi
strukture byty krzemionka koloidalna oraz komercyjnie dostepny rozpuszczalnik SynperonicTM
PE/L 62 (tj. Poloxamer 182). Natomiast Arlasolve®, Transcutol®, etanol i DMSO zastosowano jako
solubilizatory i potencjalne wzmacniacze wchtaniania przez skoére. Preferowanym rozpuszczalnikiem
byt Transcutol® (Osmalek T, Froelich A, Jadach B, Ancukiewicz, Gadzinski P. Rheological Characteri-
stics of Novel Meloxicam-Loaded Complex Organogels Based on Fumed Silica and Poloxamer. Curr
Drug Deliv. 2018; 15(5): 686—697).

Natomiast z miedzynarodowego opisu zgtoszeniowego W02005082516 Al znany jest sposob
wytwarzania organozelu obejmujgcy: tagczenie kompatybilizatora i dodatku w postaci czgstek z roz-
puszczalnikiem organicznym, w ktérym dodanie kompatybilizatora i dodatku w postaci czgstek zwiek-
sza lepkos$c¢ rozpuszczalnika organicznego z utworzeniem organozelu. Przy czym, wspomniany doda-
tek moze stanowi¢ krzemionka.

Celem wynalazku bylo opracowanie nowej kompozycji przeznaczonej jako posta¢ do dostar-
czania substancji aktywnych, w szczegdlnosci substancji aktywnych trudno rozpuszczalnych w wodzie
i w olejach.

Istotg wynalazku jest kompozycja organozelu zawierajgca krzemionke koloidalng oraz co naj-
mniej jeden rozpuszczalnik organiczny, charakteryzujgca sie tym, ze zawiera co najmniej jedng sub-
stancje aktywng, wode, organiczng albo nieorganiczng substancje stanowigcg zasade wedtug teorii
kwasow i zasad Lewisa oraz wediug teorii Brgnsteda-Lowry’ego, natomiast krzemionke koloidalng
stanowi krzemionka koloidalna hydrofitowa, a co najmniej jeden rozpuszczalnik organiczny stanowi
ciekly, polarny rozpuszczalnik organiczny wybrany z grupy obejmujgcej glikole, propano-1,2-diol, pro-
pano-1,3-diol, 2-metyl-1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol, 1,4-butanodiol, 1,2-pentanodiol, 1,5-pentano-
diol, 1,2-heksanodiol, przy czym pH kompozycji wynosi od 5 do 9.

Korzystnie powierzchnia wtasciwa krzemionki koloidalnej wynosi od 200 do 380 m?/g.
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Korzystnie rozpuszczalnik organiczny jest rozpuszczalnikiem o niskiej masie czgsteczkowej,
zawierajgcym 2—6 atomow wegla.

Korzystnie substancja aktywna wybrana jest z grupy obejmujgcej substancje przeciwwirusowe,
substancje przeciwbakteryjne, substancje przeciwgrzybicze, substancje przeciwswigdowe, substancje
miejscowo znieczulajgce, substancje przeciwzapalne, substancje przeciwbdélowe.

Korzystnie kompozycja 0,01-5% wag. organicznej albo nieorganicznej substancji stanowigce;j
zasade wedtug teorii kwasow i zasad Lewisa oraz wedtug teorii Bransteda-Lowry’ego; 2-20% wag.
wody; 6-12% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej; 29,99%-91,98% wag. co nhajmniej jednego
rozpuszczalnika organicznego oraz 0,01-50% wag. jednej lub wiecej substancji dodatkowych wybra-
nych z grupy obejmujacej stabilizatory synerezy, regulatory lepkosci, substancje aktywne, regulatory
pH lub ich kombinacje.

Korzystnie kompozycja zawiera 8—10% wag. krzemionki koloidalnej.

Korzystnie kompozycja zawiera 80—-92% wag. rozpuszczalnika organicznego.

Korzystnie kompozycja zawiera 0,1 do 2% wag. organicznej lub nieorganicznej substancji sta-
nowigcej zasade wedtug teorii kwasow i zasad Lewisa oraz wedtug teorii Brgnsteda-Lowry’ego.

Korzystnie kompozycja zawiera 0,01-20% wag. co najmniej jednego regulatora lepkosci.

Korzystnie regulator lepkosci jest wybrany z grupy obejmujacej gliceryne lub ciekte glikole polie-
tylenowe wykazujgce lepkos¢ kinematyczng powyzej 105 mm?/s przy 20°C.

Korzystnie kompozycja zawiera 0,01-20% stabilizatora synerezy.

Korzystnie stabilizator synerezy stanowi alkohol etylowy.

Korzystnie kompozycja zawiera regulator kwasowosci.

Wynalazek dostarcza nastepujacych korzysci:

e umozliwia wprowadzenie do postaci leku lub kosmetyku substancje aktywne trudno
rozpuszczalne w wodzie lub w olejach niepolarnych;

o wykazuje charakterystyke podobng do popularnych komercyjnie hydrozeli karbomero-
wych w ujeciu preparatyki wytwarzania, transformaciji reologicznej i korzystnego profilu
reologicznego;
wykazuje niskie ryzyko kontaminacji mikrobiologicznej;
wykazuje termostabilnos¢ w podwyzszonej temperaturze;

o wykazuje zdolno$¢ do rozpuszczania wysokich stezen substancji aktywnych, trudno
osiggalnych w tradycyjnych technologiach postaci leku lub kosmetyku;

e charakteryzuje sie prostotg procesu produkcyjnego, bez potrzeby stosowania zaawan-
sowanej aparatury lub dodatkowych czynnikéw zelujgcych (np. temperatura, podwyz-
szone cisnienie). Proces produkcyjny moze by¢ wykonywany w jednym mieszalniku,
co wplywa na efektywnos$¢ kosztu i wydajnos¢ produkcji. Ponadto prostota procesu wy-
tworzenia umozliwia uzyskanie detalicznych ilosci leku lub kosmetyku (np. leki receptu-
rowe w aptekach otwartych lub szpitalnych).

e umozliwia dobdr odpowiednich rozpuszczalnikéw bedacych promotorami wchtaniania
substancji aktywnych z postaci organozelu;

e cechuje sie relatywnie niskim kosztem surowcow bazy organozelu.

Wynalazek przedstawiono w przyktadach wykonania na rysunku, na ktérym fig. 1 przedstawia
wizualne zmiany wilasciwosci kompozycji wedtug przyktadu 4 w wyniku transformaciji reologicznej;
fig. 2 przedstawia profile zaleznosci sity $cinania od predkosci $cinania przed i po transformacji reolo-
gicznej organozelu wedtug przyktadu 4 pod wptywem zasady, gdzie A) przedstawia profil organozolu
przed transformacja, B) przedstawia profil organozelu po transformaciji; fig. 3 przedstawia konsysten-
cje organozelu wedtug przyktadu 6.

Ponizsze przyktady wykonania stanowig jedynie nieograniczajgce przyktadowe warianty kom-
pozycji wedtug wynalazku. Przy czym, wszystkie opisane ponizej procedury doswiadczalne przepro-
wadzono z zastosowaniem komercyjnie dostepnych odczynnikéw i aparatury, postepujgc zgodnie
z zaleceniami producentéw stosowanych zestawdw, odczynnikéw i aparatury, o ile nie wskazano wy-
raznie inaczej. Wszelkie parametry testowe mierzono z zastosowaniem standardowych, powszechnie
znanych metod stosowanych w dziedzinie, do ktoérej nalezy niniejszy wynalazek. Pomiar pH jest reali-
zowany metodg potencjometryczng w temperaturze pokojowej, przy uzyciu skalibrowanego aparatu
Hanna Instruments 221.

Ponadto wszystkie skfadniki uzyte do sporzgdzenia kompozycji wedtug wynalazku sg dopusz-
czone do kontaktu ze skérg organizmu ludzkiego. Natomiast zastosowane maksymalne stezenia kaz-
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dego ze sktadnikéw kompozycji wedtug wynalazku nie wykazujg dziatania toksycznego wobec organi-
zmu ludzkiego ani zwierzecego.

Przyktad 1

Kompozycja organozelu wedtug wynalazku stanowi baze recepturowa/technologie stuzacag
do wprowadzania substancji aktywnych, szczegdlnie tych trudno rozpuszczalnych. Minimalny sktad
kompozycji obejmuje krzemionke koloidowg hydrofitowag, wode, organiczng albo nieorganiczng sub-
stancje stanowigca zasade wedtug teorii kwaséw i zasad Lewisa oraz wedtug teorii Brgnsteda-Low-
ry’ego (dalej zwana ,zasadg” w rozumieniu wynalazku) oraz rozpuszczalnik organiczny, ktory stanowi
ciekly, polarny rozpuszczalnik organiczny ztozony z minimum 2 atoméw wegla, ktéry w strukturze
chemicznej zawiera przynajmniej jeden atom wegla zwigzany z atomem tlenu grupy hydroksylowej,
karbonylowej, karboksylowej, alkoksylowej lub estrowej oraz przynajmniej jeden nie podstawiony atom
wegla grupy alifatyczne;j.

W tym nieograniczonym przykfadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:
krzemionke koloidalng hydrofitowa (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g) w ilosci 12% wag.;
2-metyl-1,3-propanediol w ilosci 80,5% wag.;
kwas mlekowy w ilosci 0,5% wag.;
wode w ilosci 2% wag.;
trietyloamine w ilosci 5% wag.;

a jej pH wynosi 8,34.

Przy czym, w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania krzemionke koloidalng hydrofitowg
stanowi krzemionka o powierzchni wtasciwej wynoszgcej 200 m?/g. Natomiast mozna zastosowaé
rowniez krzemionki o innych powierzchniach wtasciwych (np. 380 m?/g).

Przy czym, w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania jako rozpuszczalnik organiczny za-
stosowano 2-metyl-1,3-propanediol. Natomiast w kompozycji wedtug wynalazku mozna zastosowaé
réwniez inne rozpuszczalniki organiczne spetniajgce przestanke polarnego rozpuszczalnika ztozonego
z minimum 2 atomow wegla, ktéry w strukturze chemicznej zawiera przynajmniej jeden atom wegla
zwigzany z atomem tlenu grupy hydroksylowej, karbonylowej, karboksylowej, alkoksylowej lub estro-
wej oraz przynajmniej jeden nie podstawiony atom wegla grupy alifatycznej, tj. np. propano-1,2-diol,
propano-1,3-diol, 2-metyl-1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol, 1,4-butanodiol, 1,2-pentanodiol, 1,5-penta-
nodiol, 1,2-heksanodiol.

W tym nieograniczonym przykfadzie wykonania jako zasade wykorzystano trietyloamine. Nato-
miast jako zasade mozna stosowac réwniez inne zasady organiczne zawierajgce do 6 atomow wegla
(np. inne aminy).

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania wykorzystano wodny roztwor kwasu mlekowego
(20% wag./wag.) stanowigcy regulator pH w rozumieniu wynalazku, w celu ustanowienia pH w zakre-
sie od 5 do 9. Natomiast jako regulator pH mozna stosowa¢ réowniez inne substancje o odczynie kwa-
sowym, na przyktad kwas octowy, kwas cytrynowy, kwas borowy.

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania woda zostata dodana w postaci roztworu wraz
z regulatorem pH. Natomiast wode w rozumieniu wynalazku mozna réwniez dodawa¢ samodzielnie
lub w postaci mieszaniny z innym skfadnikiem kompozyciji.

Sposbéb przygotowania kompozycji organozelu wedtug wynalazku obejmuje dodanie krzemionki
koloidalnej do 2-metyl-1,3-propanediolu (tj. rozpuszczalnika organicznego) oraz kwasu mlekowego
(tj. regulatora pH) rozpuszczonego w wodzie. Catos$¢ jest mieszana az do uzyskania jednorodnego,
lepkiego i ptyngcego organozolu. Nastepnie dodawana jest trietyloamina (j. zasada), ktéra inicjuje
proces zelowania i powstanie nieptyngcego organozelu. W tym przykfadzie wykonania zelowanie jest
prowadzone w temperaturze pokojowej przy uzyciu obrotowego mieszadta mechanicznego i miesza-
nia recznego az do uzyskania jednorodnego zelu. Przy czym, zadne dodatkowe czynniki fizyczne
(np. podwyzszona temperatura czy $wiatto UV) nie sg wymagane. W wyniku procesu otrzymano jed-
norodny zel, ktéry nastepnie poddano analizie potencjometrycznej pH. Warto$¢ pH wyniosta 8,34.

Dodatek krzemionki koloidalnej do ciektej substancji lub mieszaniny substancji to powszechnie
znany sposo6b podwyzszania lepkosci cieczy. W tej technice mozna odnalez¢ fenomen sposobu trans-
formacji reologicznej, gdzie ptyngcy organozol ztozony z rozpuszczalnika organicznego i krzemionki
koloidalnej ulega transformacji reologicznej organozol-organozel przebiegajgcej wraz z istotng modyfi-
kacjg profilu reologicznego mieszaniny. Przy czym do transformacji niezbedny jest rozpuszczalnik
polarny ztozony z minimum 2 atoméw wegla, ktéry w strukturze chemicznej zawiera przynajmniej je-
den atom wegla zwigzany z atomem tlenu grupy hydroksylowej, karbonylowej, karboksylowej, alkoksy-
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lowej lub estrowej oraz przynajmniej jeden nie podstawiony atom wegla grupy alifatycznej. W niniej-
szym przyktadzie wykonania tym rozpuszczalnikiem byt 2-metyl-1,3-propanediol. W ten sposéb mozna
otrzymac opalizujgcy zel o nie lejgcej konsystencji. Transformacje reologiczng inicjuje zasada w mysl|
teorii kwasow i zasad Lewisa oraz Brgnsteda-Lowry’ego.

Nastepnie tak wytworzony organozel poddano analizie stabilnosci termicznej. W tym celu
w zlewce 100 ml umieszczono okoto 30 g wytworzonego organozelu. Przygotowano faznie wodng
Z umieszczonym wewnatrz termometrem i nastawiono ogrzewanie do statej temperatury 70°C. Na-
stepnie zlewke z organozelem umieszczono w tazni w taki sposob, aby poziom wody na zewnatrz
zlewki byt wyzszy niz poziom organozelu wewngtrz zlewki. Ogrzewanie prowadzono przez 10 minut,
po czym zlewke usunieto z tazni wodnej i osuszono jej Scianki zewnetrzne. Zlewke niezwtocznie od-
wrocono do géry dnem i umieszczono w dobrze oswietlonym miejscu, na biatym tle. Okiem nieuzbro-
jonym obserwowano, czy w prébce wystepujg objawy ptyniecia zelu lub rozdzielenia cieczy od zelu.
W proébce nie zaobserwowano wyzej wymienionych zmian wizualnych. Nalezy zatem uznac, ze kom-
pozycja organozelu wedtug wynalazku jest kompozycjg makrostrukturalnie termostabilng.

Przyktad 2

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

krzemionke koloidalng hydrofitowa (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g) w ilosci 9% wag.;
propano-1,2-diol w ilosci 80% wag.;

wode w ilosci 10% wag.;

wodoroweglan sodu w ilosci 1% wag.;

a jej pH wynosi 8,74.

Przyktad 3

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

krzemionke koloidalng hydrofitowa (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g) w ilosci 12% wag.;
propano-1,3-diol w ilosci 43% wag.;

mleczan sodu w ilosci 5% wag.;

wode w ilosci 20% wag.;

glikol polietylenowy (makrogol 400) w ilosci 20% wag.;

a pH kompozycji wynosi 7,43.

Przy czym, w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania propano-1,3-diol stanowi rozpusz-
czalnik organiczny spetniajgcy przestanke polarnego rozpuszczalnika ztozonego z minimum 2 atomoéw
wegla, ktéry w strukturze chemicznej zawiera przynajmniej jeden atom wegla zwigzany z atomem
tlenu grupy hydroksylowej, karbonylowej, karboksylowej, alkoksylowej lub estrowej oraz przynajmniej
jeden nie podstawiony atom wegla grupy alifatycznej. Natomiast mozna stosowa¢ réwniez inne roz-
puszczalniki, w szczegolnosci alkohole wielowodorotlenowe, nietoksyczne i nie zragce (w my$l rozu-
mienia rozporzgdzenia CLP i REACH), o niskiej masie czgsteczkowej, zawierajgce 2—-6 atoméw we-
gla, np. propano-1,2-diol, 1,3-butanodiol, 1,2-pentanediol.

Ponadto w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania jako zasade zastosowano mleczan
sodu. Natomiast inne preferencyjne przyktadowe zasady obejmujg np. cytrynian sodu, amoniak, triety-
loamine, wodoroweglan sodu, fosforan (V) sodu. Szczegodlnie preferencyjnie mogg by¢ stosowane
zasady nieorganiczne, np. wodorotlenki, sole sodowe i potasowe stabych kwasdéw nieorganicznych
(np. wodoroweglan sodu) lub zasady organiczne zawierajgce do 6 atoméw wegla, np. aminy (np. trie-
tyloamina) lub sole kwaséw organicznych i metali | i [l grupy ukfadu okresowego (np. cytrynian sodu).
Ponadto w rozumieniu wynalazku funkcje polarnego rozpuszczalnika oraz zasady moze petni¢ jeden
zwigzek, np. mleczan sodu.

W tym nieograniczajgcym przykladzie wykonania w skltad kompozycji wchodzi woda dodawana
do kompozycji wraz z mleczanem sodu (ij. zasadg) w postaci roztworu.

Ponadto w tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania zastosowano glikol polietylenowy
(makrogol 400) jako regulator lepkosci organozelu.

Przyktad 4

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

8% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej o powierzchni wiasciwej 200 m?/g;
62% wag. propano-1,2-diolu;

10% wag. glikolu polietylenowego (makrogol 400);

10% wag. alkoholu etylowego;

8,5% wag. wody;
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0,5% wag. wodorotlenku potasu;
1% wag. kwasu mlekowego;

a pH tej kompozycji wynosito 6,71.

Sposoéb przygotowania kompozycji wedtug wynalazku:

W pierwszym etapie zmieszano ze sobg propano-1,2-diol, glikol polietylenowy (makrogol 400)
oraz alkohol etylowy. Nastepnie dodawana jest krzemionka koloidalna i cato$¢ jest ponownie miesza-
na az do uzyskania jednolitego organozolu. Z wody oraz wodorotlenku potasu sporzadza sie roztwor
wodny wodorotlenku potasu, ktéry jest nastepnie dodawany do organozolu inicjujgc proces zelowania.

Po dodaniu zasady nalezy sie upewnic, ze pH organozelu miesci sie w przedziale od 5 do 9.
Zbyt niskie pH uniemozliwi transformacije, z kolei zbyt wysokie pH uniemozliwia docelowe zastosowa-
nie organozelu w postaci preparatu stosowanego na skore i btony sluzowe. W tym przyktadzie wyko-
nania pomiar pH wykazat zbyt wysokie pH kompozycji, dlatego pH zostato obnizone do 6,71 przy po-
mocy wodnego roztworu kwasu mlekowego (80% wag./wag.), ktéry stanowi regulator pH. Przy czym,
do obnizenia pH mozna réwniez stosowac inne regulatory pH, np. kwas cytrynowy czy inne kwasy
organiczne lub nieorganiczne np. kwas octowy, kwas borowy czy kwas fosforanowy.

Fig. 1 przedstawia wizualne zmiany wtasciwosci kompozycji wedtug wynalazku w wyniku trans-
formacji reologiczne;.

Tak przygotowang kompozycje nastepnie poddano badaniom reologicznym jako kompozycje 1.
Na potrzeby badan wytworzono poréwnawczg kompozycjg organozolu (kompozycja 2) zawierajaca:

8,9% wag. krzemionki koloidalnej;

68,9% wag. propano-1,2-diolu;

11,1% wag. alkoholu etylowego;

11,1% wag. glikolu polietylenowego (makrogol 400).

Przy czym, skitad jakosciowy i ilosciowy kompozycji 2 zostat tak dostosowany, zeby po ewentual-
nym dodaniu wodnego roztworu wodorotlenku potasu i kwasu mlekowego by¢ tozsamy z kompozycjg 1.

W ramach przygotowania prébek do pomiaru wiasciwosci reologicznych obie probki pozosta-
wiono na dobe do stabilizacji struktury.

Do pomiaru uzyto wiskozymetru RM180 Mettler Toledo, komplet nr 3 wirnika i tubusa. Przed
przystgpieniem do pomiaru wirnik i tubus oczyszczono alkoholem izopropylowym oraz skalibrowano
urzadzenie zgodnie z instrukcjg producenta. Nastepnie wirnik zanurzono w badanej masie w taki spo-
sOb, aby masa organozolu lub organozelu pokrywata w catosci gtéwke wirnika i siegata wyznaczonej
na tubusie wysokosci. Pomiar przeprowadzano w statej temperaturze 24,3+0,3°C. Pomiaru dokony-
wano w programach krokowych przyspieszajgcych w punktach predkosci scinania od 50/s do 500/s
oraz spowalniajgcych od 500/s do 50/s. Wyniki siegajgce poza zakres pomiarowy aparatury usunieto.
Pomiar powtdérzono 2-krotnie. Dane z pomiaréw naniesiono na wykres wyznaczajgc w ten sposéb
profil reologiczny zaleznosci sity $cinania od predkosci $cinania.

Wyniki przedstawiono na fig. 2, gdzie na fig. 2A przedstawiono charakterystyke organozolu sta-
nowigcego kompozycje 2, natomiast na fig. 2B przedstawiono charakterystyke organozelu wedtug
wynalazku stanowigcego kompozycje 1. Przeprowadzona analiza wykazata, ze przed transformacja
reologiczng za pomocg zasady, organozol (kompozycja 2) wykazuje charakterystyke cieczy nienewto-
nowskiej o wtasciwosciach tiksotropowych, natomiast po transformacji powstaty organozel (kompozy-
cja 1) wykazuje podwyzszong granice ptyniecia, wyzszg lepkos$¢ oraz zmodyfikowany przebieg profilu
reologicznego.

Przyktad 5

Kompozycja organozelu wedlug wynalazku stanowi baze recepturowg/technologie stuzgcg
do wprowadzania substancji aktywnych, szczegdlnie tych trudno rozpuszczalnych w wodzie.

Przy czym, w rozumieniu wynalazku substancje aktywng moze stanowi¢ substancja lub mie-
szanina substancji aktywnych farmakologicznie w my$| rozumienia kazdej farmakopealnej substancji
aktywnej, wedtug aktualnej farmakopei europejskiej, bgdz inna substancja lub mieszanina substanc;ji
nie odnotowana w monografiach szczegétowych farmakopei, ale posiadajgca zastosowanie medycz-
ne, kosmetyczne lub weterynaryjne w stosowanych na skoére grupach terapeutycznych, przyktadowo,
substancji przeciwwirusowych, np. propolis, przeciwbakteryjnych, np. kwas azelainowy, przeciwgrzy-
biczych, np. pirokton olaminy, przeciwswigdowych, np. krotamiton, miejscowo znieczulajgcych,
np. benzokaina, przeciwzapalnych, np. sylimaryna, przeciwbdlowych, np. mentol. Niezaleznie od wy-
branej substancji, substancja czynna w kompozycji wedtug wynalazku wystepuje w stezeniu wykazu-
jacym dziatanie terapeutyczne.
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W tym nieograniczajgcym przykfadzie wykonania kompozycja organozelu wedtug wynalazku
stanowi baze recepturowa/technologie stuzgcg do wprowadzania wyekstrahowanego propolisu, do
postaci kosmetyku do uzytku zewnetrznego.

Frakcja aktywna biologicznie propolisu, jako substancja zywicza, nie rozpuszcza sie w wodzie
i olejach. Zastosowanie tradycyjnych technologii hydrozeli, czy organozeli nie pozwala na uzyskanie
zelu o pozadanych aplikacyjnie wtasciwosciach (przede wszystkim o pozgdanej reologii i wysokim
stopniu transparentnosci) przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego stezenia ekstraktu z propolisu.
W praktyce lekarskiej i naukowej wykorzystywany jest najczesciej etanolowy ekstrakt z propolisu
10% wag./wag. (1 porcja propolisu ekstrahowana 9 porcjami etanolu) zawarty zazwyczaj w ilosciach
1-15% wag./wag. catej kompozyciji.

Natomiast dzieki zastosowaniu organozelu wedtug wynalazku mozliwe jest przygotowanie
preparatu o wyzszej zawartosci nasyconego ekstraktu propolisowego (wynoszacej nawet 50-90%
wag./wag. catej kompozycji). W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania uzyskano organozel
propolisowy, w ktérym substancja czynna (propolis) wystepuje w rozpuszczalniku organicznym (pro-
pano-1,2-diol) jako ekstrakt propolisowy. Zastosowano nastepujgcy sktad kompozyc;ji:

nasycony ekstrakt propolisowy, ekstrahowany propano-1,2-diolem (1 cz. propolis do 4 cz.
propano-1,2-diolu ww.) w ilosci 57,4% wag.;

krzemionka koloidalna o powierzchni wtasciwej 200 m?/g w ilosci 8% wag.;

etanol w ilosci 10% wag.;

wodorotlenek potasu w ilosci 0,3% wag.;

woda w ilosci 14,3% wag.;

glikol polietylenowy (makrogol 400) w ilosci 10% wag.;

a pH kompozycji wynosi 6,30.

Dzieki kompozycji organozelu wedlug wynalazku mozliwe jest zachowanie cech klinicznych
substancji aktywnych z jednoczesnym umozliwieniem utworzenia postaci opalizujgcego zelu. Przykita-
dowo, préba preparatyki hydrozelu karbomerowego z nasyconym ekstraktem propolisowym spowo-
dowataby wytrgcenie substancji aktywnej z roztworu rozpuszczalnika organicznego ze wzgledu
na niezbedny do hydratacji polimeru znaczgcy dodatek wody, co tym samym wptynetoby to na mody-
fikacje wlasciwosci aplikacyjnych i profilu uwalniania z postaci kosmetyku. Natomiast inne zaawanso-
wane technologie, tj. np. mikroemulsje, czy liposomy potencjalnie dajg mozliwos¢ wprowadzenia pro-
polisu, ale w nizszych (udokumentowanych literaturowo) stezeniach zawartosci ekstraktu (etanolowe-
go) w formulacji, niz w przypadku organozelu wedtug wynalazku.

Sposoéb przygotowania kompozycji organozelu propolisowego wedtug wynalazku:

Ekstrakt propolisowy zostat przygotowany poprzez ekstrakcje surowego propolisu propano-
-1,2-diolem znanymi metodami. Tak wytworzony nasycony ekstrakt propolisowy ekstrahowany propa-
no-1,2-diolem zmieszano z etanolem oraz makrogolem 400. Nastepnie dodana zostata krzemionka
koloidalna i catos¢ byla ponownie mieszana az do uzyskania jednolitego organozolu. Z wody oraz
wodorotlenku potasu sporzadzono roztwdr wodny wodorotlenku potasu, ktéry nastepnie dodano
do organozolu inicjujgc proces zelowania.

Po dodaniu zasady nalezy sie upewnic, ze pH organozelu miesci sie w przedziale od 5 do 9.
Zbyt niskie pH uniemozliwi transformacje, z kolei zbyt wysokie pH uniemozliwia docelowe zastosowa-
nie organozelu w postaci preparatu stosowanego na skére i blony sluzowe. Zbyt wysokie pH obniza
sie regulatorem, ktérym jest np. kwas cytrynowy, ale mozna stosowa¢ inne kwasy organiczne lub nie-
organiczne np. kwas octowy, kwas mlekowy, kwas borowy, kwas fosforanowy. Natomiast w niniejszym
przyktadzie wykonania pH kompozycji organozelu propolisowego wynosito 6,3 i nie wymagato dodatku
regulatora pH.

Ponadto w tym przyktadzie wykonania zelowanie przeprowadzono w temperaturze pokojowej
na obrotowym mieszadle mechanicznym az do uzyskania jednorodnego zelu. Przy czym, zadne do-
datkowe czynniki fizyczne (np. podwyzszona temperatura czy swiatto UV) nie sg wymagane. W wyni-
ku procesu otrzymano jednorodny zel.

Przy czym, organozol wykazuje charakterystyke cieczy nienewtonowskiej o wtasciwosciach tik-
sotropowych, natomiast po transformacji powstaty organozel wykazuje podwyzszong granice ptynie-
cia, wyzszg lepkos¢ oraz zmodyfikowany przebieg profilu reologicznego.

Nastepnie tak wytworzony organozel poddano analizie stabilnosci termicznej, badaniu stabilno-
Sci w czasie, analizie stabilnosci w zmiennych warunkach przechowywania, analizie czystosci mikro-
biologicznej, analizie obcigzenia mikrobiologicznego oraz analizie dermatologiczne;.
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Analiza stabilnosci termicznej:

W tym celu w zlewce 100 ml umieszczono okoto 30 g wytworzonego organozelu. Przygotowano
taznie wodng z umieszczonym wewngtrz termometrem i nastawiono ogrzewanie do statej temperatury
70°C. Nastepnie zlewke z organozelem umieszczono w tazni w taki sposéb, aby poziom wody na ze-
wnatrz zlewki byt nieco wyzszy niz poziom organozelu wewnatrz zlewki. Ogrzewanie prowadzono
przez 10 minut, po czym zlewke usunieto z tazni wodnej i osuszono jej Scianki zewnetrzne. Zlewke
niezwtocznie odwrécono do goéry dnem i umieszczono w dobrze o$wietlonym miejscu, na biatym tle.
Obserwowano okiem nieuzbrojonym objawy plyniecia zelu lub rozdzielenia cieczy od zelu. W prébce
nie zaobserwowano wyzej wymienionych zmian wizualnych. Nalezy zatem uznac¢, ze kompozycja
organozelu wedtug wynalazku jest kompozycijg termostabilng.

Badania starzeniowe — analiza stabilnosci w czasie:

Pierwszy etap badania stanowito przygotowanie prébek. W tym celu do dziesieciu biatych sto-
iczkéw wykonanych z polietylenu wprowadzono po 30 g organozelu wedtug wynalazku. Nastepnie
pie¢ stoiczkdw oznaczono jako prébki referencyjne, a pozostate pie¢ stoiczkdw oznaczono jako prébki
testowe.

Nastepnie probki referencyjne pozostawiono w temperaturze pokojowej, w ciemnym miejscu
o wilgotnosci wzglednej nie przekraczajgcej 60%. Prébki testowe poddawano badaniom stabilnosci
w komorze klimatycznej Kenton WS-150 w zadanych statych warunkach 30°C i wilgotnosci wzglednej
60%. Badanie prowadzono przez okres 6 miesiecy z uwzglednieniem pomiaru w odstepach cotygo-
dniowych. Podczas pomiaru pobierano prébki testowe i poréwnywano z prébkami referencyjnymi do-
konujgc oceny wizualnej i wechowej — koloru, zapachu, wizualnych objawéw rozdziatu faz, wytrgcenia
osadu, ptyniecia organozelu lub innych objawdw destabilizacji.

W wyniku przeprowadzonej analizy nie zaobserwowano réznic pomiedzy probkami referencyj-
nymi i testowymi. W probkach nie zaobserwowano objawéw destabilizacji, co potwierdza stabilnosc
kompozycji wedtug wynalazku w czasie.

Analiza stabilnosci w zmiennych warunkach przechowywania:

Do analizy wykorzystano 6 g kompozycji organozelu w 12 tubkach wykonanych z polietylenu
z aplikatorem typu kaniula. Prébki zostaty poddane badaniom wahadlowym przeprowadzonym
w 7 cyklach. Przy czym, jeden cykl obejmuje kolejno nastepujgce po sobie etapy: temperatura poko-
jowa (minimum 1 doba), lodéwka 2—8°C (1 doba), temperatura pokojowa (minimum 1 doba), cieplarka
38°C (1 doba).

Przeprowadzona analiza wykazata, ze badana kompozycja nie wykazuje zmian wizualnych przy
przechowywaniu w zakresie temperatur od 2 do 38°C. Ponadto przeprowadzone badania dodatkowo
potwierdzity, ze kompozycja wedtug wynalazku nie powinna wykazywa¢ zmian jakosciowych podczas
dtugoterminowego przechowywania.

Analiza czystosci mikrobiologicznej:

Analiza czystosci mikrobiologicznej zostata przeprowadzona zgodnie z metodykg wedtug Roz-
porzadzenia Ministra Zdrowia Dz. U. nr 9 z dnia 23.12.2002 Poz. 107, dla kategorii I. Do badan wyko-
rzystano 10 g organozelu wedtug wynalazku. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wyniki analizy czystosci mikrobiologicznej kompozycji organozelu wedtug wynalazku

Badany parametr Wynik Wymagania wg. Kategorii 1

Ogolna liczba drobnoustrojow | <1,0 x 10" jtk/g nie wigcej niz 107 jtk/g
tlenowych mezofilnych (jtk/g)

Obecnos¢ w 0,1 g preparatu:

e P.aeruginosa niecobecne nicobecne
e S. aureus nicobecne nieobecne
e (. albicans nieobecne nicobecne

gdzie jtk oznacza jednostke tworzaca kolonie.

Zgodnie z powyzszym, kompozycja wedtug wynalazku charakteryzuje sie czysto$cig mikrobio-
logiczng preparatu wymagang dla Kategorii |.
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Po tej wstepnej ocenie czystosci mikrobiologicznej przeprowadzono mikrobiologiczny test obcig-
zeniowy wedtug metodyki wskazanej w PN-EN 1SO 11930:2012 (A). Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki testu obcigzenia mikrobiologicznego kompozycji wedtug wynalazku
zgodnie z normg PN-EN 1SO 11930:2012 (A)

Badany szczep Ilos¢ Poziom Uzyskane wyniki (jtk/g)
drobnoustrojéw | kontaminacji
W (jtk/g)
standaryzowanej g Po 7 dniach | Po 14 dniach | Po 28 dniach
zawiesinie
(jtk/ml)
Pseudomonas | N=3,9x10° NO=3,9x10° [ Nx = | Nx =| Nx =
e <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10'
aeruginosa
ATCC 9027 LogR=5,6 Log R= 5,6 LogR=5,6
Staphylococcus | N = 2,0x10° NO=20x10° | Nx =| Nx = | Nx =
aureus <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10'
ATCC 6538
Log R=53 Log R=5,3 Log R=5,3
Escherichia N =5,9x10° NO=59x10° | Nx = | Nx = | Nx =
coli <1,0x10" <1,0x10" <1,0x10'
ATCC 8739
Log R=5,8 Log R=35.,8 Log R=5,8
Candida N =3,8x10’ NO=3.8x10" | Nx =| Nx =| Nx =
albicans <1,0x10' <1,0x10' <1,0x10'
ATCC 10231
Log R=4,6 Log R=4.,6 Log R=4,6
Aspergillus N=23x10 NO =23x10° Nx = <|[Nx = <
brasiliensis 1,0x101 jek/g | 1,0x101 jtk/g
ATCC 16404 X
Log R=4,4 LogR=44
Wymagania® Log redukcji Bakteric =3 =31NI >3 1 NI
(Kryterium A)
Candida >1 >11NI >11NI
albicans
Aspergillus X >0 =1
brasiliensis
a — dopuszczalne odchylenic od wartosci akceptowalnej stopnia redukcji liczby drobnoustrojow
wynosi 0,5 log, (A)- metodyka akredytowana nb- nieobecne jtk- jednostki tworzace kolonie, b- liczba
drobnoustrojow nie zwigksza si¢ w stosunku do poczatkowego poziomu kontaminacji probki,
NO=liczba jtk w 1 g probki po kontaminacji, N- ilos¢ drobnoustrojéw w standaryzowanej zawiesinie,
Nx= liczba jtk w 1 g probki po okreslonym czasie, Log R= stopien redukgji liczby drobnoustrojow w
Log gdzie R= NO-Nx; x- badania nie wykonuje si¢, NI- liczba drobnoustrojéw nie zwigksza sig
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Walidacja Neutralizacji
Szczep Wyniki

Nvf/ Nvn Nvn Nv Wymagania
Pseudomonas aeruginosa 1,02 125 130 Nvi/ Nvn
ATCC 9027 20,3
Staphylococcus aureus 0,95 198 199 Nvn=Ny
ATCC 6538
Escherichia coli 0,96 153 149
ATCC 8739
Candida albicans 0,83 24 26
ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis 1,10 21 25
ATCC 16404
Nvf - liczba jtk w 1 ml probki testowe) (neutralizator+ badany produkt); Nvn- liczba jtk w 1 ml probki
kontrolnej (neutralizator + rozciefczalnik); Nv- liczba jtk w 1 ml kontroli inokulum

Z powyzszej analizy jednoznacznie wynika, ze kompozycja wedtug wynalazku spetnia kryteria
wyrazone w normie PN-EN ISO 11930:2012 (A).

Analiza dermatologiczna:

Kompozycje wedtug wynalazku przebadano réwniez pod katem wiasciwosci draznigcych i uczu-
lajgcych.

Do badan dermatologicznych wytypowano 15 kobiet w wieku 18-57 lat. Wszyscy wytypowani
do badan probanci spetniali wymagania dotyczgce wiaczenia do badanh oraz podpisali zgode na $wia-
dome uczestniczenie w badaniu, a takze zostali poinformowani o celu badania, sposobie jego prowa-
dzenia oraz o mozliwych dziataniach niepozadanych. Probanci podczas catego badania byli pod statg
opieka lekarza dermatologa.

Zastosowanym modelem badawczym byt test skérny (ptatkowy, patch test) wg Jadassohna-
-Blocha (w modyfikacji Rudzkiego), polegajgcy na jednokrotnej aplikacji produktu na wybrany obszar
skory z uwzglednieniem rodzaju aplikacji. Zapis wynikéw zostat wykonany zgodnie z zaleceniami Mie-
dzynarodowej Grupy Badajgcej Wyprysk Kontaktowy (ICDRG).

Badania wykonano przy pomocy plastrow hipoalergicznych z komorg (tzw. testow pfatko-
wych). Plaster ten przykleja sie na skore plecow lub ramion. Pod plastrem w specjalnej komorze
umieszczona zostata niewielka ilos¢ badanego produktu w stezeniu handlowym. Préby zdejmowano
po 48 godzinach. Pierwszy odczyt testu miat miejsce pét godziny po zdjeciu préby, a nastepne
po 72 godz., 96 godz. oraz po tygodniu od zatozenia testu. Ocena odczyndw zostata wykonana
przez lekarza dermatologa nadzorujgcego badanie, wedtug ogdlnie przyjetej w badaniach dermato-
logicznych skali.

U zadnej z 15 oséb poddanych badaniom dermatologicznym, nie stwierdzono dodatnich odczy-
now, ani reakcji podraznieniowej. Nalezy zatem uzna¢, ze kompozycja wedtug wynalazku nie wykazu-
je wtasnosci draznigcych ani uczulajgcych.

Przyktad 6

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

65% wag. nasyconego ekstraktu propolisowego ekstrahowanego propano-1,2-diolem (sto-
sujgc 1 cz. propolisu do 4 cz. propano-1,2-diolu ww.);

20% wag. glikolu polietylenowego (makrogolu 400);

4,75% wag. wody;

0,25% wag. wodorotlenku potasu;
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10% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g);

a pH kompozycji wynosito 6,65.

Wyglad otrzymanej kompozycji przedstawiono na fig. 3.

Przyktad 7

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

6,1% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g);
69,4% wag. 1,5-pentanodiolu;

20% wag. glikolu polietylenowego (makrogolu 400);

2% wag. trietyloaminy;

2% wag. wody;

0,5% wag. kwasu cytrynowego;

a pH wytworzonej kompozycji wynosito 8,26.

Przyktad 8

Kompozycja organozelu wedlug wynalazku stanowi baze recepturowg/technologie stuzgcg
do wprowadzania substancji aktywnych, szczegdlnie tych trudno rozpuszczalnych. Potencjalnie zel
mozna zastosowac jako posta¢ transdermalng substancji aktywnych o dziataniu miejscowym gtebokim
i ogolnoustrojowym.

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

10% wag. benzokainy;

9% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g);
64,49% wag. propano-1,2-diolu;

10% wag. etanolu;

5% wag. wody;

1% wag. mleczanu sodu;

0,5% wag. kwasu octowego;

0,01% wag. glikolu polietylenowego (makrogolu 400);

a pH tej kompozycji wynosi 5,81.

Cho¢ w tym nieograniczajgcym przykifadzie wykonania substancje aktywng stanowita benzokai-
na to w kompozycji wedtug wynalazku mozna stosowac réwniez inne substancje aktywne stosowane
w systemach transdermalnych np. trudno rozpuszczalne substancje aktywne z grupy NLPZ, chemiote-
rapeutyki przeciwnowotworowe, substancje przeciwhistaminowe, sterydy lub substancje czynne in-
nych grup terapeutycznych.

Przyktad 9

W tym nieograniczonym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

2% wag. benzokainy;

8% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g);
73,7% wag. propano-1,2-diolu;

10% wag. etanolu;

5% wag. wody;

0,8% wag. mleczanu sodu;

0,5% wag. kwasu mlekowego;

a pH wynosi 5,06.

Przyktad 10

Kompozycja organozelu wedlug wynalazku stanowi baze recepturowg/technologie stuzgcg
do wprowadzania substancji aktywnych, szczegodlnie tych trudno rozpuszczalnych. Potencjalnie zel
mozna zastosowac jako posta¢ transdermalng substancji aktywnych o dziataniu miejscowym gtebokim
np. przeciwzapalnym. W tym nieograniczonym przykfadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku
zawiera:

0,5% wag. sylimaryny;
77,7% wag. propano-1,3-diolu;
6% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej (o powierzchni wtasciwej 200 m?/g);
0,5% wag. wodorofosforanu disodu;
0,3% wag. kwasu mlekowego;
10% wag. wody;
5% wag. glikolu polietylenowego (makrogolu 400);
a jej pH wynosi 8,06.



12 PL 241 552 B1

Przyktad 11

Kompozycja organozelu wedlug wynalazku stanowi baze recepturowg/technologie stuzgcg
do wprowadzania substancji aktywnych, szczegodlnie tych trudno rozpuszczalnych. W tym nieograni-
czajgcym przykladzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

15% wag. kwasu azalainowego;

8% wag. krzemionki koloidalnej;

51% wag. propano-1,2-diolu;

10% wag. alkoholu etylowego;

1% wag. wodorotlenku potasu;

5% wag. wody;

10% wag. glikolu polietylenowego (makrogolu 400);

a pH kompozycji organozelu wynosi 5,29.

Sposoéb przygotowania kompozycji wedtug wynalazku:

W pierwszym etapie zmieszano ze sobg propano-1,2-diol, makrogol 400, alkohol etylowy oraz
wodorotlenek potasu uprzednio rozpuszczony w wodzie. Nastepnie dodano kwasu azelainowego
i mieszano w tazni wodnej o temperaturze 70°C do catkowitego rozpuszczenia substancji aktywne;.
Kolejno dodano krzemionke koloidalng i catos¢é ponownie mieszano az do uzyskania jednolitego orga-
nozelu. Wytworzony zostat opalizujgcy organozel.

Po dodaniu zasady nalezy sie upewni¢, ze pH organozelu miesci sie w przedziale od 5 do 9.
Zbyt niskie pH uniemozliwi transformacije, z kolei zbyt wysokie pH uniemozliwia docelowe zastosowa-
nie organozelu w postaci preparatu stosowanego na skore i btony sluzowe. W tym przyktadzie wyko-
nania pomiar pH wykazat warto$¢ na poziomie 5,29.

W tym nieograniczajgcym przyktadzie zelowanie nastgpito zaraz po dodaniu krzemionki koloi-
dalnej, z uwagi na obecnos$¢ zasady wewnatrz mieszaniny. Natomiast kolejnos¢ dodawania kazdej
substancji do mieszaniny wedtug wynalazku jest dowolna.

Przyktad 12

W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

10% wag. krotamitonu;

12% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej o powierzchni wtasciwej 300 m?/g;
29,99% wag. propano-1,2-diolu;

0,01% wag. wodorotlenku potasu;

20% wag. wody;

18% wag. glikolu polietylenowego (makrogol 400);

10% wag. etanolu;

a pH kompozycji wynosi 7,64.

Przyktad 13

W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

10% wag. mentolu;

10% wag. krzemionki koloidalnej;
36,5% wag. propano-1,2-diolu;
20% wag. etanolu;

20% wag. wody;

0,5% wodorotlenku sodu;

3% kwasu borowego;

a pH kompozycji wynosi 6,36.

Przyktad 14

W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

1% wag. piroktonu olaminy;
6% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej o powierzchni wtasciwej 380 m?/g;
84,08% wag. propano-1,2-diolu;
0,9% wag. wodoroweglanu sodu;
8% wag. wody;
0,01% wag. glikolu polietylenowego (makrogol 400);
0,01% wag. etanolu;
a pH kompozycji wynosi 8,42.
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Przyktad 15

W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:
6% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej o powierzchni wtasciwej 200 m?/g;
91,94% wag. propano-1,2-diolu;
2% wag. wody;
0,02% wag. wodorotlenku sodu;
0,04% wag. kwasu mlekowego;

a pH kompozycji wynosi 8,58.

Przyktad 16

W tym nieograniczajgcym przyktadzie wykonania kompozycja wedtug wynalazku zawiera:

9% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej o powierzchni wtasciwej 200 m?/g;
49,5% wag. propano-1,2-diolu;

10% wag. gliceryny;

10% wag. benzokainy;

9% wag. wody;

10% wag. etanolu;

1,5% wag. wodorotlenku sodu;

1% wag. kwasu octowego;

a pH kompozycji wynosi 6,68.

Sposoéb przygotowania kompozycji wedtug wynalazku:

W pierwszym etapie zmieszano ze sobg propano-1,2-diol, gliceryne, alkohol etylowy oraz
uprzednio przygotowany wodny roztwér kwasu octowego i wodorotlenku sodu. W drugim etapie,
do tak przygotowanej mieszaniny dodano krzemionke koloidalng i wymieszano recznie i za pomocg
mieszadta mechanicznego do uzyskania jednolitego zelu. W trzecim etapie do tak przygotowanego
organozelu dodano roztartg uprzednio w mozdzierzu benzokaine i doktadnie wymieszano recznie
podczas ogrzewania w tazni wodnej o temperaturze 50°C. Wytworzony zostat opalizujgcy organozel.
Przy czym, baza formulacyjna organozelu (ij. etapy 1-2) moze byé¢ uprzednio przygotowana. Nato-
miast etap 3 (tj. dodanie substancji czynnej) moze zostaé wykonany w pdzniejszym terminie. A zatem
niniejszy przyktad wykonania ukazuje mozliwo$¢ wykorzystania uprzednio przygotowanej bazy formu-
lacyjnej organozelu do rozpuszczania lub zawieszenia substancji aktywnej, na przyktad w warunkach
receptury aptecznej.

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja organozelu zawierajgca krzemionke koloidalng oraz co najmniej jeden rozpusz-
czalnik organiczny, znamienna tym, ze zawiera co najmniej jedng substancje aktywna, wo-
de, organiczng albo nieorganiczng substancje stanowigcg zasade wedtug teorii kwasow
i zasad Lewisa oraz wedtug teorii Brgnsteda-Lowry’ego, natomiast krzemionke koloidalng
stanowi krzemionka koloidalna hydrofilowa, a co najmniej jeden rozpuszczalnik organiczny
stanowi ciekty, polarny rozpuszczalnik organiczny wybrany z grupy obejmujacej glikole,
propano-1,2-diol, propano-1,3-diol, 2-metyl-1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol, 1,4-butanodiol,
1,2-pentanodiol, 1,5-pentanodiol, 1,2-heksanodiol, przy czym pH kompozycji wynosi od 5 do 9.

2. Kompozycja wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze powierzchnia wtasciwa krzemionki koloi-
dalnej wynosi od 200 do 380 m?/g.

3. Kompozycja wedlug zastrz. 1 albo 2, znamienna tym, ze rozpuszczalnik organiczny jest
rozpuszczalnikiem o niskiej masie czgsteczkowej, zawierajgcym 2—6 atomow wegla.

4. Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 3, znamienna tym, ze sub-
stancja aktywna wybrana jest z grupy obejmujgcej substancje przeciwwirusowe, substancije
przeciwbakteryjne, substancje przeciwgrzybicze, substancje przeciwswigdowe, substancje
miejscowo znieczulajgce, substancje przeciwzapalne, substancje przeciwbolowe.

5. Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 4, znamienna tym, ze zawie-
ra 0,01-5% wag. organicznej albo nieorganicznej substancji stanowigcej zasade wedtug teo-
rii kwaséw i zasad Lewisa oraz wedtug teorii Bronsteda-Lowry’ego; 2-20% wag. wody;
6—-12% wag. krzemionki koloidalnej hydrofilowej; 29,99-91,98% wag. co najmniej jednego
rozpuszczalnika organicznego oraz 0,01-50% jednej lub wigcej substancji dodatkowych wy-
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branych z grupy obejmujgcej stabilizatory synerezy, regulatory lepkosci, substancje aktywne,
regulatory pH lub ich kombinacije.

Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 5, znamienna tym, ze zawie-
ra 8-10% wag. krzemionki koloidalnej.

Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 6, znamienna tym, ze zawie-
ra 80—-92% wag. rozpuszczalnika organicznego.

Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 7, znamienna tym, ze zawie-
ra 0,1 do 2% wag. organicznej lub nieorganicznej substancji stanowigcej zasade wedtug teo-
rii kwasow i zasad Lewisa oraz wedtug teorii Bransteda-Lowry’ego.

Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 5, znamienna tym, ze zawie-
ra 0,01-20% wag. co najmniej jednego regulatora lepkosci.

Kompozycja wedtug zastrz. 9, znamienna tym, ze regulator lepkosci jest wybrany z grupy
obejmujacej gliceryne lub ciekte glikole polietylenowe wykazuje lepkosé kinematyczng powy-
zej 105 mm?/s przy 20°C.

Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 5, znamienna tym, ze zawie-
ra 0,01-20% stabilizatora synerezy.

Kompozycja wedtug zastrz. 11, znamienna tym, ze stabilizator synerezy stanowi etanol.
Kompozycja wedtug dowolnego z poprzednich zastrz. od 1 do 12, znamienna tym, ze za-
wiera regulator kwasowosci.
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Abstract: Dissolution of a poorly soluble active pharmacological substance in a drug
carrier usually requires advanced techniques and production equipment. The use of novel
carriers such as microemulsions, vesicles, or nanocarriers might entail various limitations
concerning production cost, formulation stability, or active substance capacity. In this paper,
we present a novel fumed silica-based organogel as a low-cost, simple preparation drug or
cosmetic carrier with interesting rheological properties and high solubilization capacity.
The objective of the study was to characterize the utility aspects of the new dermatological
base with special emphasis on stability, rheology, and release studies. Various formulations
of a silica organogel base with poorly soluble active pharmacological substances such as
propolis or ibuprofen were prepared and tested. The studies of thermal stress, enforced
syneresis, and long-term stability were performed along with analyses of rheological
profiles of alkali-dependent sol-gel transformation and organogel release. The new drug
vehicle shows high thermodynamic stability, thixotropic rheology and first-order release
profile. Such properties are promising for commercial utility as a dermatologically applied
base for poorly soluble substances.

Keywords: silica; organogel; drug delivery carrier; solubilization; cosmetic

1. Introduction

Pharmaceutical industry generates growing demand for original and generic ac-
tive pharmaceutical ingredients (APIs) designed for useful and competitive drugs to be
launched on the market. According to the literature, 40% of currently marketed and 90% of
developed APIs are considered poorly soluble [1]. This attribute of substance may affect
permeability, bioavailability, and even production method issues of potential drugs. The
problem, however, is reduced by a growing number of drug carrier technologies invented
particularly for poorly soluble substances. The use of these new technologies is aimed at
reaching increased bioavailability, biocompatibility, stability, and release control of a drug
with a poorly soluble API. The new technologies based on micronization and precipitation
(e.g., lipid nanoparticles, nanocrystals), solubilization (e.g., organogels, microemulsions,
self-microemulsifying systems), or encapsulation (e.g., vesicles, microcapsules) have been
reported in numerous papers [2-4]. All these techniques are based on a homogenous
distribution of APIs and their introduction in the smallest possible particle size or in solubi-
lized form. Each of the proposed technologies was characterized by its specific production
method, selection of drug excipients for choosing the proper one, API characterization,
route of administration, production cost, materials, and needed specific instrumentation [5].
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Among all the technological solutions proposed for poorly soluble APIs, the prepa-
ration of organogel is considered one of the simplest, usually not requiring advanced
equipment to produce. Pluronic Lecithin Organogels (PLOs) and Lecithin Organogels
(LOs) with various APIs like polyphenols can be used for drug production industrially
or manually by pharmacists [6,7]. The biocompatible PLO and LO bases are also utilized
as transdermal systems because of their high drug capacity and stable in vitro release
profile [8]. Organogels are semi-solid structures in which organogelator immobilizes
organic solvents by creating a crosslinked network. There are several classifications of
organogels, based on the types of organogelator and the method of binding. For instance,
low molecular-weight organogelators (LMOGs, <1 kDa) and polymeric organogelators
(POGs, >2 kDa) can be distinguished. These particles are bound through various inter-
actions: physical, including hydrogen bonding, 7-m stacking, Van der Waals forces, and
chemical, covalent bonds [9]. This non-complex structure is similar in fluid phase immo-
bilization, transparency, and elastic or viscoelastic properties to hydrogels, such as the
popular in pharmacy carbomer gels [10,11]. In contrast to hydrogels, in organogels, the
interactions between the crosslinked network and the fluid phase are based on weaker
bondings. The phenomenon raises the stability issues resulting from the contraction of
the network, observed as a leakage of the fluid phase out of the organogel structure [12].
The process, called syneresis, is a characteristic property of organogels and thus is a main
issue in the use of an organogel as a long-term stable drug. Another characteristic property
of most organogels is thermal transition of the sol-gel state. The drug stability and favor-
able method of its production can be assessed based on the transition parameters: Tmelt
(organogel melting temperature), Tgel (gelation transition temperature), Tsol (organogel
liquefaction temperature), and Tform (organogel formation temperature) [13].

The advanced organogel technologies are expanding rapidly in various applications.
However, medicinal use is limited to safe and biocompatible organogelators and solvents.
A new interesting way of organogelation was proposed with the use of fumed silica-based
organogels. In such organogels, the organogelator forms a network of agglomerated
primary silica particles, stabilizing the gel structure. Fumed silica is widely used in oral and
dermal drugs. It can create transparent gel with nonpolar solvents such as liquid paraffin
as well as with polar organic solvents, like glycols. Thanks to these properties, fumed silica
is a potent, biocompatible organogelator [14]. A. Patel with co-workers have proposed
an interesting technology for such an organogel by building it up with fumed silica and
vegetable oil [15]. They explained the agglomerate-based structure of silica and dependence
of organogel properties on the content of fumed silica (2.5-15% w/w). A more complex
formulation with Meloxicam as an API was introduced by T. Osmalek in 2018 [16], who
revealed promising rheological properties of a non-Newtonian, pseudoplastic organogel
formulated with fumed silica and polar organic solvents.

In this paper, we present for the first time the characterization of novel fumed silica-
based organogel formed with a water solution of a base and a weak acid. Recipe foundations
for experimental study are described in patent PL 241552 [17]. Experimental methods used
in the study were selected for the characterization of utility traits as a drug or a cosmetic
with special emphasis on the stability of a silica-based organogel. The vehicle described
in this article offers promising advantages over established organogel technologies such
as PLO and LO. Similarly, the vehicle can solubilize high contents of APIs (e.g., propolis)
and can be produced using non-complex production equipment and non-toxic substances.
However, the advantages over PLO and LO may be demonstrated by preferable sensory
characteristics (e.g., transparency, Figure 1), similar to those known from popular hydrogels.
It also demonstrates a promising prolonged release profile, as evidenced by an example of
an ibuprofen-infused organogel.
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Figure 1. Appearance of propolis organogel.

2. Materials and Methods

Materials. Fumed silica (Cab-O-sil M5, 200 m?/ g surface area, Cabot corp., Boston,
MA, USA) and propylene glycol were purchased from Brenntag (Essen, Germany). Purified
water was acquired from Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne Farmapol (Poznari, Poland).
Macrogol 400 was purchased from Mosselman (Mons, Belgium). Ethanol 96% (v/v) was
purchased from HGBS (Wroctaw, Poland). Glycerin 99.7% (w/w) was purchased in Oquema
(Korschenbroich, Germany). Ibuprofen was kindly donated by Merck (Corsier-sur-Vevey,
Switzerland). Propolis was purchased from Standard (Lublin, Poland). All substances used
were of cosmetic or pharmaceutical quality. Acids and bases used in the experiment were
of analytical quality. Propolis was extracted to liquid propolis extract form by a 2-week
extraction of crude propolis closed in cotton filter bags and immersed in a mixture of
solvents. The mixture depended on the final formulation described for formulas P2, P6-P8
in Table 1. Propolis extracts were clear liquids with characteristic color and odor.

Table 1. Formulations prepared in the study.

Glycerin Ethanol Prc"gf(fl“e Ma‘f;gg"l Water FS“:III‘:: KOH NaHCOj; SL‘;‘::::: Propolis Ibuprofen
1A 835 0 0 0 10 6 0 05 0 0 0
1B 0 835 0 0 10 6 0 0.5 0 0 0
1C 0 0 93.5 0 0 6 0 0.5 0 0 0
1D 0 0 835 0 10 6 0 05 0 0 0
1E 0 0 83.8 0 10 6 0.2 0 0 0 0
1F 0 0 84 0 10 6 0 0 0 0 0
P1 0 81 0 0 10 8 0 0 1 0 0
P2 0 10 38.3 10 15 8 0.3 0 0 184 0
P3 0 0 92 0 0 8 0 0 0 0 0
P4 0 0 87 0 4 8 0 0.4 0 0 0
P5 0 10 616 10 10 8 0 0.4 0 0 0
P6 0 0 54.4 20 5.7 10 0.3 0 0 18.4 0
P7 0 12 55.6 0 5.7 8 03 0 0 184 0
P8 0 0 53.3 10 10 8 0.3 0 0 184 0
P9 0 111 68.9 111 0 8.9 0 0 0 0 0
P10 0 10 62 10 8.5 8 0 0 15 0 0
P11 0 10 49 10 10.1 10 0 0.9 0 0 10
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Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 were obtained from commercial sources (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) and stored in Microbank system (Pro-Lab Diagnostics, Round Rock, TX,
USA) and inoculated on tryptone soya agar medium. Inoculation was incubated for 24 h at
34.0 + 1.0 °C. Afterward, one colony was incubated for 16-18 h at 34.0 & 1.0 °C with liquid
tryptone soya medium to obtain a 108 CFU/mL suspension. Candida albicans ATCC 10231
was obtained from the Microbank system and inoculated on Sabouraud agar medium. The
inoculation was incubated for 48 h at 22.0 + 1.0 °C. Afterward, one colony was incubated for
48 h at 22.0 + 1.0 °C in Sabouraud broth medium to obtain a 108 CFU/mL suspension.

Organogel preparation. Organogels were prepared according to the patent method-
ology [17]. Fumed silica was added in portions to organic solvents with solubilized APIs
and mixed with a propeller stirrer until a homogenous, viscous liquid was obtained. To
initiate sol-gel transformation, a water solution of both basic and acidic substances was
added and the contents were stirred until a viscous, semi-solid gel was formed. Propolis
organogel was prepared by a different method because propolis extract already contained
all the solvents and the water base solution. Propolis extract was placed under a stirrer and
silica was added partially until a homogenous, semi-solid organogel was obtained. Xerogel
was prepared in the same way as organogels but with slow evaporation of a solvent until
dry light mass was obtained. The formulations prepared are listed in Table 1. Formula-
tions 1A-1F were prepared to provide preliminary information on appearance and flow
occurrence. Formulations P1-P11 were used for further studies, as described below.

Methods used for characterization. Observations were obtained at least in triplicate
and their average was taken as the response variable.

Scanning Electron Microscopy. The microstructure and morphology of xerogel (P1) were
determined by scanning electron microscopy (SEM, Quanta FEG 250 (FEI), Hillsboro, OR,
USA) under a low-pressure vacuum (70 Pa) and 10 kV beam acceleration voltage. Samples
were analyzed on a 400 mesh carbon-coated copper grid.

Polarized light microscopy. An even thin layer of propolis organogel (P2) was placed on
the microscope glass and studied with a polarizing microscope Olympus BX-52 (Tokyo,
Japan) with lenses of 10, 20, and 50x magnification. Visualization of the sample was
performed with signals of height and laser light intensity.

Particle size distribution. Volume-weighted particle size distribution was measured on
LUMiSizer® 651 (LUM GmbH, Berlin, Germany) according to ISO 13318. Samples (P3-P5)
were homogenized with a spatula and transferred into 10 mm polycarbonate cells. The
measurement was performed using 410 nm light, 2300 relative centrifugal acceleration, at
25 °C. The volume-weighted particle size distributions were derived by analyzing the time
course of transmission at fixed positions. The particle size was obtained as an equivalent
diameter, based on the hydrodynamic diameter of rigid spherical particles.

Thermal stability of organogel structure. A sample of 30 g of propolis organogel (P2) was
placed in a beaker in a water bath set to 70 °C temperature. The sample was submerged
in the water bath. After 10 min of heating, the beaker was taken out, wiped off the water
outside, and put upside down on a well-lit white background. Any signs of destabilization,
liquid separation, or any other visual changes were checked.

Long term stability. Propolis organogels (P2, P6-P8), 30 g in polyethylene jars, were
divided into groups of test and reference samples. Reference samples were placed in
the dark in room conditions at 20-23 °C. The tested samples were placed in a climatic
chamber at 30 °C and 60% relative humidity. The tested and reference samples were
checked in intervals of 1, 7, 14, 28, 56, 84, 168, and 365 days. Sample inspection concerns
changes in the visual appearance of the sample and the container, smell detection, and mass
homogeneity evaluation.



Materials 2025, 18, 266

50f 14

Cooling-heating stability. Portions of 6 g of propolis organogels (P2) in polyethylene
small tubes, were divided into groups of test and reference samples. Reference samples
were placed in the dark at 20-23 °C. Tested samples were kept in changing conditions:
fridge (2-8 °C, 1 day), room temperature (1-3 days), incubator (38—40 °C, 1 day), and
room temperature (1-3 days), in a total of 6 cycles. Sample inspection after each cycle
concerned changes in the visual appearance of the sample and the container, smell, and
mass homogeneity.

Enforced syneresis. Enforced syneresis was measured according to the method pro-
posed by Wilhelm and Kind (2014) with modifications [18]. Briefly, a system composed
of a sinker (weight), syringe, semi-permeable barrier, and measure cylinder was built
(Figure 2). A sample of around 40 mL (V0) of the organogel was inserted into a syringe
(0 =27.78 £ 0.1 mm) and left for around an hour to stabilize. Then, a syringe piston was
inserted and pressed down to full contact with the sample. A constant weight of 1500 g
was put vertically on the piston. The volume of the liquid collected (AV) in the measuring
cylinder was checked at time intervals of 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 24 h. The degree of en-
forced syneresis [%] was measured as equation AV/V0. Measurements were performed at
22-25 °C. The samples were prepared using base formulation (P2) and different excipients
were incorporated into it.

Figure 2. The enforced syneresis measurement system.

Rheology profile. The prepared samples were left for 1 day for structure stabilization.
The measurements were performed on an RM180 Mettler Toledo Viscosimeter (Leicester,
UK) at 24 + 1 °C. A concentric cylinder (spindle no. 3) and a 15-step program was used
to measure the rheological profile. Shear stress and viscosity were measured after 20 s of
each interval from 100 to 500 1/s shear rate. Measurements were made for sol-gel pairs
(P9-P10) to verify the change in the rheological profile before and after the transition.

Release profile. The diffusion apparatus 708-DS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), equipped with a UV-Vis Cary 50 Bio spectrophotometer (Varian, Palo Alto, CA, USA,
A =221 nm) was used for the studies performed under SUPAC-Semisolid Guidance. An
Enhancer Cell (VanKeln, Varian, Palo Alto, CA, USA) with a 2 cm? surface area membrane
and 200 mL flat bottom vessel was used. A membrane made of a natural polymer that
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is a special type of cellulose called Cuprophan was used in this study. It is an ultra-thin
membrane with a thickness of 7-17 um and a cutoff value of 7-17 kDa. A major advantage
of the Cuprophan membrane is its low risk of perforation due to the high elasticity of the
membrane material. The membrane was conditioned in the acceptor solution for several
hours before each analysis. The release of ibuprofen from the prepared formulation (P11)
was studied at 32 £ 0.1 °C using the acceptor solution which was a phosphate buffer
of pH 5.8.

Dermatological study. The tests were conducted under the supervision of a derma-
tologist at Specjalistyczne Laboratorium Badawcze Skin Lab INTERNATIONAL Sp. z o.0.
with the number of approval of 04/11/19/D/10. Informed and written patient consent
prior beginning of tests was collected by the company in accordance with the WMA Dec-
laration of Helsinki and the Product Test Guidelines for the Assessment of Human Skin
Compeatibility 1997 (Cosmetics Europe) on 15 participants, women aged 18-57. The patch
test was performed according to the Jadassohna—Bloch methodology and SCCS notes of
guidance for the testing of cosmetic ingredients and their safety evaluation—12th revision.
Briefly, a 0.2 g sample of propolis organogel (P2) was placed inside a hypoallergic patch
and then onto the participants’ skin on an arm or a back. After 48 h the patch was removed.
Verifications of any irritation signs were performed in intervals, 48, 72, 96 h, and a week
after the patch application. The visual evaluation was based on the redness level of the skin
tone at the site of the patch application.

Antimicrobial activity. In tests (compliant with the European Pharmacopeia, briefly
in aseptic conditions), 10 g of propolis organogel (P2) and reference strains were placed
in a flask to obtain a concentration of 10°~10° CFU/g of the product, and mixed until
homogenous. Portions of 1 mL of the samples were collected after O (reference), 0.25, 1,
6, and 24 h. Samples were added directly to broths using a tenfold dilution method with
sodium chloride solution and incubated for 24 h at 34.0 & 1.0 °C for bacterial strains:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, and for 48 h at 22.0 = 1.0 °C for Candida albicans strain. Afterwards, the colonies
were counted and a weighted average was calculated.

3. Results
3.1. Observational Study of Organogel Formation

The utility of a given formulation as a carrier for an active substance imposes certain
preferred assets, characteristic of hydrogels, e.g., high transparency, not flowing under
gravity force, high viscosity, and stability. In this study, various components of the silica
organogel were used to distinguish the one showing characteristics closest to commercially
popular carbomer hydrogels. The organosol-organogel transition was observed visually by
adding an alkaline substance to the solvent with silica and mixing the sample thoroughly
with a spatula until gel formation. As observed, alkalis alone induced only labile transition.
To ensure permanent gelation, the presence of a small amount of water (2-20% w/w) and
acidic counterions were needed. Formulations 1A-1F are characterized in Table 2. The
use of ethanol as a solvent led to the formation of a non-transparent firm gel. The use of
glycerin hardly affected the transition but ensured higher viscosity and transparency of the
product. The most desirable gelation effect was obtained when using propylene glycol in
whose presence a translucent, stable gel was formed.



Materials 2025, 18, 266 7 of 14

Table 2. Characteristics of 1A-1F samples. N/A—not applicable.

1C 1D 1E 1F

Sample 1A 1B

Flow YES NO YES NO YES YES
Appearance Transparent Turbid Translucent Translucent Translucent Translucent
Syneresis N/A YES YES NO YES N/A

3.2. Microscopy and Structure Confirmation

In macroscale, silica-based organogel appears as a transparent or translucent, homoge-
nous gel. Different microscopic observations were made to check the formation of silica
agglomerates (Figure 3). Confocal microscopy with light polarization permitted observa-
tions of the irregular surface of the organogel. To obtain SEM images, the organogel was
formed and dried into a solid form of xerogel. In high magnitude visualized by SEM, we
can distinguish a sponge-like network structure composed of silica aggregates.
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Figure 3. (a) Silica-based organogel appearance in macroscale. (b) Silica agglomerates particle size
distribution: P3 (red), P4 (blue), P5 (green). (c) Surface of a propolis organogel (P2) in polarized light
microscopy. (d) Structure of xerogel (P1) visualized by scanning electron microscopy.

This type of structure has different characteristics than linear polymeric structures.
For example, a sponge structure with a relatively low solvent—gelator attraction can be
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the reason for the occurrence of syneresis. An interesting observation is that the size
distribution shows almost no enlargement of silica agglomerates between the organosol
form (P3, median size 70.49 nm), and organogel (P4, median size 78.85 nm). The addition of
ethanol or other solvents to the organogel affects the size of the agglomerates (P5, median
size 109.65 nm).

3.3. Stability

Stability is one of the main features required for a new formulation to be introduced
on the market. This is the reason why a couple of methods were used to examine the
silica-based organogel stability in the study. So far, a few organogels with incorporated
propolis extract have been used in long-term stability studies in a climatic chamber. Most of
the tested samples were prone to syneresis and unstable in the long term (P6-P8). Only one
of four tested propolis organogel compositions (P2) remained stable for 2 years of storage.
It contained both a viscosity-increasing factor (macrogol 400) and a silica agglomeration
factor (ethanol), in addition to propylene glycol as a main solvent. However, a high-volume
mass storage and confection process may induce an enforced syneresis effect even in
potentially stable formulations. To ensure the least possible mass instability, enforced
syneresis was measured. Additional excipients, e.g., water, were checked in comparison to
the base formulation, and their effect was examined (Figure 4). Some stabilization effect
was gained with additional silica or NaHCOj as an alkalic substance. There was a strong
effect increasing enforced syneresis after the addition of liquid substances such as water
or macrogol 400. To ensure temperature influence on the organogel structure, sample P2
was tested in a cycle stability study. There was no negative effect on the propolis organogel
structure at temperatures ranging from 2 °C to 40 °C. In a short term of 10 min at 70 °C,
there was no observed change in organogel appearance.
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Figure 4. Enforced syneresis alteration by the addition of excipients to the base formulation (P2).

3.4. Rheology

Silica-based organogels reveal an interesting rheological shift after the addition of a
basic salt solution. This organosol-organogel transition can be observed visually by flow
loss under gravity force or via a viscosimeter by determination of rheological profile. The
mass of pair P9-P10 formulations before and after the transition reveals non-Newtonian,
thixotropic, shear-thinning properties. However, there is an interesting change in the
rheological profile ascending curve of organogel. The organosol shows a typical shear
stress increase with increasing shear rate, whereas the organogel shows a decrease in shear
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stress with increasing shear rate. There is also a significant viscosity increase after the
transition (Figure 5).
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Figure 5. Rheology transformation, including shear stress and viscosity as a function of shear rate,
was visualized in paired formulations: P9 (left; before the addition of a basic salt solution) and P10
(right; after the addition of a basic salt solution). Blue coloured dots and line—ascending curve; Red
coloured dots and line—descending curve.

3.5. Release Studies

For the purpose of release studies, the organogel with 10% (w/w) ibuprofen was tested.
Ibuprofen is widely used in dermal applications as a non-steroidal anti-inflammatory drug.
Formulation P11 is an opaque organogel with fully solubilized ibuprofen. Thus, it is an
interesting subject for release studies and comparison to ibuprofen in the dermal form of
hydrogel. As shown in Figure 6, the organogel containing ibuprofen reveals the first-order
kinetics (the natural logarithm of a reactant concentration versus time was linear). It shows
prolonged release with over 80% API released in 24 h and full release in 40 h.

% released

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Time[min]

Figure 6. Release profile of ibuprofen from organogel formulation (P11).

3.6. Utility Studies

The introduction of new technology to the market requires several safety and efficiency
studies, dependent on the product registration type and local legislation. Accordingly,
a dermatological study (patch test) and antimicrobial study of the propolis organogel
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were undertaken. The dermal application showed no sign of skin redness reaction after
patch removal in all 15 participants. The solvents used in the organogel preparation are
widely used and have well-established safety, thus, the organogel composition raises
no serious toxicological concern in terms of user safety. The efficiency of the propolis
organogel (P2) was examined in an antimicrobial study, as this APl is usually applied in
dermal infections and inflammations. The strongest activity of the propolis organogel
was demonstrated against Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains. However,
the Pseudomonas aeruginosa and mold strain of Candida were much less susceptible to the
propolis organogel (Figure 7).
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Figure 7. Antimicrobial effect of propolis organogel (P2).

4. Discussion

Silica gel formation in a pH-dependent manner for water dispersions is a well-
examined subject. However, more complex mixtures of aqueous and organic media may
affect silica interactions and thus require further investigation; for example, the addi-
tion of an alkalic solution to ethylene glycol results in a higher critical shear stress in a
pH-dependent manner [19]. According to patent of fumed silica-based organogel, a pH
range from 5 to 9 is considered as the best for gel formation with the maintenance of
skin-acceptable application [17]. The transition from organosol to organogel in the presence
of an alkalic substance and a weak acid salt water solution relies on the silica agglomerates
interaction, possibly on electrostatic stabilization. Measurement of organogel zeta potential,
however, ended with failure due to methodology limitations. Silica aggregates and agglom-
erates (>100 nm) in contrast to free silica particles can create a structured network [14]. This
type of gel structurization was confirmed by microscopic techniques used in this study. The
particle size distribution study brought interesting results proving no effect of the sol-gel
transition on the particle size. Such a result may be due to the silica particle diffraction
effect and change in the silica attraction forces rather than the growth of silica agglomerates.
The permanent gel transition occurs only in the presence of a small amount of water (over
2% w/w), a base, and a weak acid. This rule includes an API in the role of a weak acid—as
presented in the example of propolis. Another important factor for silica agglomerates
stabilization is the chemical structure of the solvents present in the formulation. As shown
in a simple example of glycerin, propylene glycol, and ethanol, used as solvents, affect the
organogel structure in different ways. Ethanol affects firm structurization whereas glycerin
affects the lowest silica agglomerates interaction. On the other hand, polyols like glycerin
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or macrogols, play an important role in increasing viscosity of a composition, which may
be crucial to increase its final stability. All the macroscale observed phenomena are based
on fumed silica particles surface interactions. Silanol groups in the presence of nonpolar
solvents tend to create hydrogen bonds, and in this way, incorporate them into the gelator
net structures. However, the organic solvents capable of creating hydrogen bonds disrupt
this interaction of silica particles. The viscous character depends on the size and type of
silica particles [20]. The gelation in the presented technology is based on electrostatic charge.
That is why the addition of a small amount of water is crucial to maintain the charge on
the surface. Silanol groups are prone to charge generation in the presence of a strong base.
Sodium or potassium counterions enhance silanol dissociation [21]. The increasing pH of
silica gels favors the formation of a less consolidated net-like structure [22].

Silica hydrogels and organogels may easily undergo syneresis. The first reason is
related to the already mentioned very weak bonding between the gelator and the mixture
of the solvents. The second reason is related to the stability of equilibrium between the
repulsive and attractive interactions of silica particles. The charge generated on the sil-
ica surface can stabilize the net structure but a high pH may determine the formation of
siloxane groups from two silanol groups of adjacent silica particles, thus leading to the
shrinking effect of the net structure [23,24]. In our study, we proposed two methods for
the measurement of syneresis. The first one is the long-term stability study with a visual
assessment of the natural syneresis at the time of the product storage. The second one is the
enforced syneresis, which is a very important factor for the avoidance of “leakage” during
the production process (improper suction force) or storage (high mass weight pressure)
and even prediction of natural syneresis with time. Enforced syneresis helps to predict a
potential natural syneresis in a much quicker way than prolonged stability studies [18].
That is why it is a very practical method for silica-based organogel formulations. In our
study, we confirmed, however, that enforced syneresis cannot disqualify a given mixture
as unstable when it is in a small amount. It is a rather comparative method for the pre-
diction of the susceptibility of the tested formulations to natural syneresis. Besides the
syneresis control, we were concerned with the thermostability of the silica-based organogel.
The specific thermostability distinguishes the silica-based organogel from other types of
organogels. The thermal restraint of PEG-EG mixtures influence is worth considering,
as the tested P2 propolis formulation contains a mixture of PEG and PG. M.T. Caccamo
and S. Magazu demonstrated that adding EG to PEG increases H-bonded connectivity,
resulting in higher resistance of the system to elevated temperatures [25]. Information on
thermostability is important in terms of stability and mass packaging in the production pro-
cess. The cycle stability study showed that lowering storage temperature did not affect the
organogel stability.

Rheological study revealed interesting properties of the silica-based organogel and its
sol-gel transformation. Viscosity and yield stress increase after the transition is preferable
for gel-like drug or cosmetic bases. Occurring transition can be utilized to design proper
production technology. Thixotropic properties of the gel state can be helpful in mass
packaging as high viscosity is undesirable in this process. Using a stirrer and a piston
to exert shear on a dosed mass would decrease its viscosity, thereby making the dosing
process more reliable. The rheological study also revealed an atypical shift before and
after the gelation. The shear-thinning property of the sol state is connected to the linear
arrangement of silica particles, aggregates, and agglomerates after shear stress is increased.
This is common for pseudoplastic masses, e.g., creams, pastes, and polymer solutions.
However, shear stress reduction in the gel state after the shear rate increase is not common
in gel structures. It may be connected to the temporary disruption of silica agglomerates
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sponge-like network on the surface and the formation of a thin layer of liquid between the
spindle and the organogel mass.

The release of ibuprofen from the silica-based organogel was characteristic of first-
order kinetics. Compared to various hydrogels with this API, the organogel clearly slowed
down the ibuprofen release [26]. This is explained by the good solubility of APIs in the
solvent medium, APIs in silica surface adsorption, and the high viscosity of the organogel.
However, a high concentration of the active ingredient in combination with prolonged 24 h
release may benefit with possible dermal applications. In theory, the organogel solvents
may increase permeability as enhancers, but further skin permeability studies are needed.

The utility of the organogel was examined using a substance very difficult to incorpo-
rate in a carrier, i.e., propolis. This natural mixture of resins, polyphenols, and waxes is
hardly soluble both in water and in an oil phase. For the first time, an almost transparent,
high-content propolis organogel in solubilized form was obtained (Figure 7). This sub-
stance is widely used in dermatology, urology, and stomatology. For example, propolis
extracts are promising for the treatment of acne or herpes virus infections [27-29]. As
presented in the utility studies, the propolis organogel shows both safety and efficiency in
bactericidal activity.

5. Conclusions

The design and development of new technologies are very important to numerous
branches of industry. Despite the unique qualities of many new technologies, it may be
challenging to implement such technologies in commercial production and thus release the
product to the market. In our work, we presented a simple, easy-to-produce, and potent
carrier for poorly soluble APIs which shows similar characteristics to carbomer hydrogels
in terms of transparency, viscoelastic properties, or alkali-dependent sol-gel transformation.
The presented example of propolis organogel shows new possibilities for formulating
with high doses of dermatological products. Its utility is proven by extended stability,
safety, and efficacy studies. The syneresis phenomenon may be of concern, however, it is
manageable with proper formulation, production process, and packaging of the product.
Moreover, organic solvents used in organogel technology drastically lower the risk of
microbial contamination in production. The production process of propolis organogel
was established on a production scale and the final product (under the brand of Tisane®,
propolis gel) was introduced into the market. Fumed silica-based organogels with safe
organic solvents may be considered an alternative to the existing organogels and other
advanced technologies in terms of industrial production or even as a pharmacy drug,
produced manually by pharmacists.
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Abstract: Background: Honey is widely recognized for its potential benefits in skincare, yet its
incorporation into formulations is challenging due to its stickiness. This study aimed to evaluate the
effects of hand creams with varying concentrations of multifloral honey (0%, 5%, 10%, and 15% w/w)
on skin parameters and to assess their application characteristics. Methods: A total of 24 volunteers
were divided into two groups, each receiving a blinded pair of creams (0% /10% or 5%/15% honey) to
apply on their left and right hands. Instrumental methods (Corneometer®, Tewameter®, Cutometer®,
Visioscan®, and Visioline®) were used to measure skin parameters at the baseline, 15 min after
the first application, and after 4 weeks of regular use. Sensory characteristics were evaluated
through participant questionnaires. Results: After 4 weeks, honey-infused creams showed notable
improvements in skin moisturization (up to 29.7%), smoothness (up to 21.3%), wrinkle area reduction
(up to 21.4%), and mean wrinkle depth reduction (up to 11.7%). Among these, the increases in
moisturization and reductions in wrinkle depth were statistically significant compared to the placebo.
The sensory evaluations revealed no significant differences between formulations, highlighting the
vehicle’s effectiveness in minimizing the stickiness typically associated with honey. Conclusions:
This study highlights the efficacy of honey-enriched hand creams in enhancing skin parameters over
time while maintaining favorable sensory characteristics. These findings support the use of honey in
dermatological formulations and provide insights into overcoming its formulation challenges.

Keywords: formulation; honey; hydration; anti-wrinkle; TEWL,; stickiness; skin

1. Introduction

The global natural cosmetics market is experiencing rapid growth. According to
forecasts, the market is projected to reach USD 48.4 billion in 2023 and is expected to
further increase to USD 79.6 billion by 2033, with a compound annual growth rate of
5.1% [1]. Skincare products are estimated to constitute a significant portion of the cosmetic
market, accounting for around 36% of its total value [2]. This attractive business sector must
address evolving consumer demands, particularly in terms of product concept, packaging,
effectiveness, trends in active substances, and formulation application parameters [3].

Despite their considerable marketing potential and relatively high efficacy, natural
ingredients may pose challenges in maintaining the stability and sensory quality of the final
cosmetic product. As exemplified in this paper, the formulation of cosmetic products with
a high content of bee honey presents particular challenges. Honey consists of over 181 sub-
stances, many of which have positive effects on the skin. Notable among these substances
are organic acids, flavonoids, proteins, ascorbic acid, carotenoids, glucose, and fructose [4].
While these carbohydrates often constitute the majority of the composition (approximately
70% w/w), their proportions can vary based on the origin of the honey [5]. Although the
simple sugars in honey are potent humectants, they can also lead to undesirable stickiness
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after cosmetic application [6]. This stickiness is attributed to the low glass transition temper-
ature, high viscosity, and hygroscopic nature of glucose and fructose [7,8]. When cosmetics
with a high honey content are applied, water can evaporate, leaving honey residue on the
stratum corneum. At a microscopic level, glucose and fructose do not solidify into a brittle
state; instead, they become glassy, viscous, and sticky. This phenomenon is responsible
for a sticky sensation that many consumers may find unpleasant [9]. However, this effect
can be managed through various formulation methods, such as including emollients in
anhydrous formulations to mitigate the stickiness caused by honey [10]. Nevertheless,
reports occasionally mention the usage of popular cosmetic formulations with a constant
water phase, including solutions, gels, and O/W (oil in water) emulsions with a high
(>5-10% w/w) honey content.

Pavla¢kova and coworkers investigated the short-term effects of 5% and 10% (w/w)
honey O/W emulsions. The moisturizing effect on the skin increased with higher concen-
trations of honey, although sensory analysis showed no significant differences between the
formulations. The team also demonstrated the impact of honey type on skin parameters:
floral honey, containing more reducing sugars, had a greater effect on skin hydration
than forest honey, which is lower in these molecules [11]. Another study by Isla and
colleagues examined formulations containing various types of honey at a level of 15%
(w/w). Each formula exhibited high moisturization effects (approximately 50%), but only
Tetragonula carbonaria honey demonstrated exceptional DPPH free radical (2,2-diphenyl-
1-picryhydrazyl) sequestration ability (71% inhibition) [12].

In the literature, honey is a well-studied substance that has demonstrated multiple
positive effects on the skin, particularly as a cosmetic ingredient and a wound dressing. In
addition to its moisturizing properties, it exhibits potent antimicrobial and regenerative
impacts due to its high osmolarity and enzyme content, particularly lysozyme and glucose
oxidase [13]. The remarkable healing capabilities of honey, particularly in higher concentra-
tions, encompass wound regeneration [14]. Beyond traditional medical applications, honey
holds potential in facial care cosmetics, including wrinkle reduction, pore refinement, and
sebum control [15]. This paper presents the application effects of short-term and long-term
use, together with the questionnaire results, on skin biophysical parameters for O/W hand
cream formulations with varying honey contents (0%, 5%, 10%, 15% w/w). One can expect
that the ingredients of honey will use the osmotic power of sugar as well as its humectant
properties to soften the skin; thus, the cosmetic properties will be enhanced. Our study has
several strengths, i.e., this is the first study describing the dynamic trends of multiple skin
barrier parameters, supporting the statement that honey controls skin hydration. Addi-
tionally, this study aims to identify the optimal concentration of honey for new products
introduced to the market.

2. Results

Individual responses related to the use of cosmetics are depicted in Figure 1. Among
the participants, 74% did not recognize honey as a component in cosmetics they previously
used. A comparison of daily cosmetic care habits revealed greater interest in facial care
(83% of respondents used it regularly) as opposed to hand care (26% of respondents used
it regularly).

The questionnaires did not indicate any statistically significant differences (p > 0.05) in
the characteristics of hand cream pairs (left and right hand) within both Group A (0%/10%
w/w honey) and Group B (5%/15% w/w honey). The evaluation of stickiness, spreadability,
absorption rate, and the sensation of a hydrating film on the skin after cream usage is
presented as group means in Figure 2.
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'Have you used face care 'Have you ever used cosmetics 'Have you used hand care
products in last week?' with honey before?' products in last week?'
13%
31%
B YES, REGULARLY M YES, OCCASIONALLY ®YES mNO B YES, REGULARLY M YES, OCCASIONALLY = NO
Figure 1. Questionnaire responses of the examined group.
Stickiness Spreadability
m 0% m 0%
Group A M = 10% Group A | = 10%
m5% H 5%
GroupB === Group B
15% 15%
0 2 6 8 0 1 2 3 4 5
Absorption rate 0% Hydrating film formation L
GO A e ———————————— H10% Group A | m10%
Group B . Group B e
0 1 3 4 5 15% 0 1 2 3 4 5 15%

Figure 2. Honey cream sensations were determined employing response ratings (0-5), presented in
tested pairs: Group A (0%, 10% w/w honey) and Group B (5%, 15% w/w honey).

Monitoring stratum corneum hydration, TEWL (transepidermal water loss), skin elas-
ticity, and microrelief are used to evaluate skin function. A quantitative description of these
parameters will facilitate a comprehensive evaluation of skin status. The skin hydration ef-
fects of the four tested formulations are presented in Figure 3. The ANOVA results showed
statistically significant differences in terms of the honey percentage: F (3,66) = 7.34; p <0.01;
n = 0.4, in time of examination: F (2,66) = 56.04; p < 0.001; n = 0.84, and in percentage
with time dependence: F (6,66) = 3.09; p < 0.01; n = 0.22. All groups had no statistical
differences after 15 min of initial usage (p > 0.05). However, significant differences were
observed between the placebo (0% w/w honey) and each other cream after four weeks of
regular use, with the effect size correlating with the cream percentage (w/w): 5% (d = 0.72),
10% (d = 0.97), and 15% (d = 1.27). Post hoc analysis with Bonferroni correction revealed a
significant hydration increase between the placebo and 15% w/w honey cream (p < 0.001).
By comparing average values before and after four weeks, the highest skin hydration
effect was exhibited by the 15% w/w honey cream (+29.7% a.u.) compared to the placebo
(+10.6% a.u.).

Skin barrier function, examined with the Tewameter probe, i.e., the measurement of
the transepidermal water loss, is presented in Figure 4. The ANOVA showed statistically
significant differences in terms of the honey percentage: F (3,66) = 3.04; p < 0.05; 11 = 0.22,
and in the time of examination: F (2,66) = 6.58; p < 0.01; 11 = 0.37. Bonferroni correction
revealed no differences between groups. After the first use, a single statistical difference
was identified between the 5% w/w and 15% w/w groups t (11) = 2.67; p < 0.05. Four
weeks of regular use of the hand creams generated a decrease in TEWL (p < 0.05), except
for the 15% w/w honey cream, which had no statistically significant effect (p > 0.05). There
was no difference between the placebo, 5% w/w, and 10% w/w honey creams (p > 0.05).
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However, the 15% w/w honey cream differed from the placebo (p < 0.05; d = 0.76), the 5%
w/w honey cream (p < 0.05; d = 1.05), and the 10% [w/w] honey cream (p < 0.05; d = 0.78).
The reduction in TEWL after four weeks was similar for the placebo (—27.8%) and the 5%
honey cream (—25.7%).

Skin hydration (Corneometer)

60

F*

Examination
time

W before tests
M after 15 min
M after 4 weeks

Skin hydration [a.u]

0% 5% 10% 15%
Honey content (wiw)

Figure 3. Skin hydration: before (blue), 15 min after first use (dark green), and after four weeks of
regular use (maroon red) of hand honey creams. Significance level: ** p < 0.001.

Transepidermal water loss (Tewameter)

25
20 |
Examination
time
W bafors tasts
M afier 0 min

W aftar 4 waeks

0% 5% 10% 15%
Honey content (wiw)

Figure 4. Transepidermal water loss: before (blue), 15 min after first use (dark green), and after four
weeks of regular use (maroon red) of hand honey creams.

Skin elasticity, calculated using the Cutometer method, is visualized in Figure 5. The
ANOVA showed statistically significant differences in terms of time: F (2,66) = 6.74; p < 0.01;
1 = 0.38. However, the t-tests did not reveal any statistically significant differences between
the groups 15 min after the first use and after four weeks of regular use.
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Skin elasticity (Cutometer)

1
0.8
Examination
time
- W before use
= 06 M after 15 min
-'E W after 4 weeks
|
o
£
& 04
0.2
0

0% 5% 10% 15%

Honey content (wiw)

Figure 5. Skin elasticity: before (blue), 15 min after first use (dark green), and after four weeks of
regular use (maroon red) of hand honey creams.

The skin smoothness parameter was obtained using Visioscan (Figure 6). The ANOVA
revealed a statistically significant difference over time: F (1,11) = 5.841; p <0.05;n = 0.35,
as well as with varying percentages of honey: F (3,33) = 2.923, p < 0.05, 1 = 0.210. There
were no significant differences observed between groups before the test, but significance
was identified with Student’s t-tests after four weeks between the 5% w/w and 10% w/w
groups: t (11) = —4.732; p < 0.001, as well as between the 10% w/w and 15% w/w groups:
t (11) = 2.453; p < 0.05. The only statistically significant effect of the treatment was observed
in the 5% w/w group: t (11) = 2.816; p < 0.05. With the 5% w/w honey cream, skin
smoothness improved by an average of 21.3% after 4 weeks of regular use. An example
displaying a 43% improvement is depicted in Figure 7. Additionally, liquid water uptakes
action on the surface of the stratum corneum to reduce light reflection and backscatter. This
visible decrease in internal scattering is a result of hydration.

Skin smoothness (Visioscan)

Examination
time

Bbefore tests

M after 4 weeks

SEsm [-]

0% 5% 10% 15%
Honey content (wiw)

Figure 6. Skin smoothness: before (blue) and after four weeks of regular use (dark green) of hand
honey creams.
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Figure 7. A single example of skin smoothness improvement by 43% presented with Visioscan VC 98
USB camera before treatment (left) and after four weeks of 5% (w/w) honey cream treatment (right).

The skin wrinkle area is shown in Figure 8. The ANOVA revealed statistically sig-
nificant differences in terms of time: F (1,11) = 11.325; p < 0.01; n = 0.507. Slightly
distinguishable statistical differences were observed after four weeks of use between the
0% w/w and 15% w/w groups t (11) = 2.175, p = 0.05. However, differences were found
within individual groups before and after honey cream treatment, specifically in the 5%
w/w group t (11) = 2.531; p < 0.05, the 10% w/w group t (11) = 3.193; p < 0.01, and the 15%
w/w group t (11) = 2.596; p < 0.05. No statistical difference was observed in the placebo
group. The skin wrinkle area was reduced by around 20% (—18.25% to —21.29%) after four
weeks of using each honey cream.

Wrinkle area (Visioline)
40

Examination
time

W oefore tests
W after 4 weeks

Percentage of wrinkle area [%]

0% 5% 10% 15%
Honey content (wiw)

Figure 8. Wrinkle area: before (blue) and after four weeks of regular use (dark green) of hand
honey creams.

The wrinkle depth of the hand skin is illustrated in Figure 9. The ANOVA revealed
statistically significant differences in terms of the following variables: time F (1,11) = 13.116;
p <0.01;m = 0.544, in the percentage of honey: F (3,33) = 17.575; p < 0.001; 1 = 0.615, and the
percentage with time dependence F (3,33) = 3.44; p < 0.05; 1 = 0.238. Post hoc analysis proved
differences between the placebo and 5% w/w honey cream (p < 0.001), as well as the 15% w/w
honey cream (p < 0.05) and between the 5% w/w and 10% w/w honey cream (p < 0.05). ¢-tests



Pharmaceuticals 2024, 17, 1709

7 of 14

indicated differences in every group compared to the placebo: 5% w/w: t (11) = 6.266; p < 0.001,
10% w/w: t (11) = 3.778; p < 0.01, and 15% w/w: t (11) = 3.892; p < 0.01, respectively. When
comparing individual groups before and after the honey treatment, statistical differences were
found in the 10% w/w group t (11) = 2.917; p < 0.05 and the 15% w/w group t (11) = 2.456;
p < 0.05. Wrinkle depth was reduced by around 10% (10.5-11.7%) with honey creams, while
the placebo seemed to have the opposite effect (+5.4% wrinkle depth). An example of skin
analysis with Visioline VL 650-Quantridies is presented in Figure 10.

Wrinkles depth (Visioline)

200

Examination
time

W before tests

W after 4 weeks

150

100

Mean wrinkle depth [m]

50

0% 5% 10% 15%
Honey content (wiw)

Figure 9. Wrinkles depth: before (blue) and after four weeks of regular use (dark green) of hand
honey creams. Significance level: * p < 0.05; ** p < 0.001.

Figure 10. An example of mean wrinkle depth improvement by 22,7% with 10% honey cream care,
visualized with Visioline VL 650-Quantridies by skin replica illumination, camera registration (right-
side pictures), and computer analysis (left-side pictures). The upper pictures present the skin surface
before treatment and the bottom pictures present the skin after 4 weeks of honey cream treatment.
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3. Discussion

Honey is well known for its health benefits, both in food and cosmetics. According
to a survey of 600 Polish respondents, 95.9% of the population included honey in their
diet [16]. Honey is also a popular and commonly available cosmetic ingredient in the
market. Its attractiveness in cosmetics was confirmed by approximately two-thirds of a
group examined by Zak and Przybytowski [3]. In a Polish study involving 487 people, 42.9%
declared using cosmetics with honey in the past [17]. In our study, only 26% of participants
declared usage of honey-infused cosmetics in the past, which could be attributed to the
small study group. However, this lower result is desirable as it helps to reduce bias
by minimizing preconceived notions about the tested cosmetics.

A study in France examined the use of different cosmetic categories. Among adult
women, 77% used face moisturizers and 81% used hand moisturizers [18]. In our study,
the results were quite similar but opposite in categories. More participants used face
moisturizers (87%) compared to hand moisturizers (69%). This discrepancy could be
attributed to different cosmetic usage habits among French and Polish consumers.

The sensory and textural parameters of cosmetic formulations are commonly analyzed
using sensory panelists with a rating scale and instrumental analysis with a texturome-
ter [19]. For this study, we chose a sensory panel to reveal the complex and subjective
perceptions of consumers. The four formulations were assessed as similar, with no sta-
tistically significant differences in the evaluation of sensory parameters for each cream.
This desirable outcome indicates that the chosen cream base effectively masked the honey
content, particularly in terms of stickiness.

Honey’s composition, rich in sugars, is believed to act as a nourishing and moistur-
izing active substance. The presence of free hydroxyl groups in reducing sugars attracts
water through hydrogen bonding, increasing the overall water content in the stratum
corneum. However, the level of humectant moisturization dependent on honey percentage
may be debatable. For instance, Jarzabek-Perz and coworkers did not find a statistically
significant difference between the use of 10% and 30% (w/w) gluconolactone in a facial
formulation [20]. Our study showed a growing moisturizing effect in a honey percentage-
dependent manner after a four-week usage period. The higher the honey concentration,
the greater the increase in skin moisture detected with prolonged cream use. This could
be explained by sugar accumulation in the stratum corneum or by the nourishing effect of
other honey components, such as polyphenols. In contrast, short-term use did not show
any statistically significant moisturization differences between the groups. This is expected,
as each formulation provided additional water, instantly correcting the skin’s condition.

Different results were obtained with the Tewameter apparatus. The TEWL parameter
reflects the skin’s barrier function and is useful for measuring barrier creams, especially
those containing ceramides, sebum, and the NMF (Natural Moisturizing Factor). Effective
ceramide creams have been shown to reduce TEWL in both the short term (—22% reduction)
and long term (—68% reduction) [21,22].

In our study, four weeks of regular use caused decreased transepidermal water loss for
each group except for the 15% w/w honey cream, which showed no statistically significant
difference before and after treatment. Similarly, no statistical difference was observed in
each group 15 min after the first use. A reduction in TEWL in moisturizing O/W creams
was not anticipated. However, the phenomenon observed with the 15% w/w honey cream
is surprising. Typically, a high concentration of humectant increases skin hydration and
reduces TEWL, but there are cases where these substances do not positively affect the
improvement in the skin barrier [23]. An excessively high concentration of humectant
could potentially act similarly to weak penetration enhancers, disrupting the lipid structure
of the epidermis [24]. However, there are no scientific reports supporting these hypotheses
with regard to honey. Further studies are required to understand this phenomenon.



Pharmaceuticals 2024, 17, 1709

9 of 14

Skin elasticity is closely related to the dermis layer of the skin, where collagen and
elastic fibers are present. These flexible structures are synthesized by fibroblasts [25]. The
mechanism of activating fiber synthesis or decreasing degradation is therefore related to
pharmacodynamic actions rather than overall skin moisturization. It is challenging for
scientists to develop a formulation that significantly affects skin elasticity, usually requiring
pharmacologically active substances incorporated into the appropriate vehicle. For instance,
G. Jeswani and S. Saraf prepared nanosized ethosomes with Curcuma longa L. extract. After
two weeks, the active-filled cream resulted in a 15.4% increase in elasticity, while the
placebo cream showed a 10.7% response (p < 0.05) [26]. In another study involving saffron
extract and avocado oil, scientists achieved similar statistically significant effects after 6
and 12 weeks of cream use [27]. In our study, the use of honey creams was not associated
with an increased elasticity response after 4 weeks of use (p < 0.05). The slight response
connected to time could be attributed to improvements after 15 min of initial use, possibly
due to short-term stratum corneum moisturization.

Ambiguous results were obtained with the Visioscan VC 98 USB probe, which mea-
sures skin smoothness by calculating skin gray tones directly from live skin images. Taking
into account the skin condition before and after four weeks of hand treatment, a statistically
significant change in smoothness was observed only with the 5% (w/w) honey cream.
This may be connected to the relatively small study groups. However, the observed phe-
nomenon could be explained by the optimum ratio of water and humectant repeatedly
delivered into the stratum corneum, as both too low and too high humectant contents were
less efficient in smoothing the top layer of the skin. On the other hand, an average improve-
ment level of 21.3% for the 5% w/w honey cream is rare. When considering commercial
anti-wrinkle creams, samples collected by Portuguese scientists rarely demonstrated sta-
tistically significant effects on smoothness [28]. Moreover, creams containing the popular
anti-wrinkle substance retinyl palmitate were found to improve facial skin smoothness by
only 6.45% after 1 month [29].

Considering the unclear results obtained with the Visioscan VC 98 USB, the Visio-line
VL 650-Quantridies was used to clarify the evidence of honey’s anti-wrinkle action. The
difference between these two methods lies in calculations and skin imaging, as the Visioline
VL 650 reads images obtained from skin replicas, which may reduce deviations from live
imaging. Visioline is also a good method to measure precise wrinkle characteristics, such as
mean wrinkle depth. There was a statistically significant reduction of around 10% in mean
wrinkle depth for all the examined honey creams, with no significant effect observed for
the placebo cream. These results confirm the contribution of honey in smoothing the skin
surface after four weeks. Among bee products, the anti-wrinkle action has been confirmed
for bee venom, which reduced facial mean wrinkle depth after 12 weeks with statistical
significance [30]. Given the studies presented herein, honey’s position in commercial
anti-wrinkle skincare products could be elevated. Further investigations are warranted.

4. Materials and Methods
4.1. Formulations Preparation

The composition of the O/W hand cream was experimentally determined to mini-
mize the perception of stickiness upon skin application. The composition was devised
in four different ratios: 0%, 5%, 10%, and 15% (w/w) honey content. The formulations
were prepared in small batches using the hot-emulsification and homogenization process
under controlled laboratory conditions in Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne Farmapol Sp.
z 0. 0. The formulation of the cosmetic products was in accordance with Regulation (EC)
No 1223/2009/EC of the European Parliament and the Council of 30 November 2009 on
cosmetic products with subsequent updates. The ingredients utilized in the cream vehicle
were of cosmetic or higher-grade quality and included purified water (Przedsiebiorstwo
Farmaceutyczne Farmapol, Poznan, Poland), Olive Oil (Alfa Sagittarius, Krakéw, Poland),
Caprylic/Capric Triglyceride (Masso, Warszawa, Poland), Cetearyl Alcohol (Standard,
Lublin City, Poland), Stearic Acid (Standard, Lublin City, Poland), Symbiomuls GC (Adara,
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Warszawa, Poland), Kahlwax 8108 (Biesterfeld, Hamburg, Germany), Glycerin (Ogema, Ko-
rschenbroich, Germany), Vivastar CS 302 SV (JRS, Warszawa, Poland), Dub Diol (Brenntag,
Kedzierzyn-Kozle, Poland), Symsave H (Aromat-Vertex, Koscian, Poland), Beta-Carotene
(Jar Aromaty, Warszawa, Poland), and Parfum (Nordmann, Warsaw, Poland). Parfum
and dye were added to effectively mask the scent and color of honey in adherence to this
study’s single-blinded standards.

The multifloral honey (Marian Sikora) was sourced from the Greater Poland region
in Poland and complied with the PN-88/A-77626 Polish Standard and fulfills the Coun-
cil Directive 2001/110/EC of 20 December 2001 relating to honey (12.1.2002 L10/47-52)
and Revised Codex Alimentarius standard for honey 12-1981 standards and standard
methods (Vol. 11). The collected batch of honey underwent a comprehensive examina-
tion according to specific parameters, yielding the following results: 17.6 (w/w) water
content, 15.92 mg/kg hydroxymethylfurfural, 70.71 (w/w) reducing sugars (glucose and
fructose), 26.19 diastatic number, 0.27 mS/cm electrical conductivity, and less than 0.5%
(w/w) saccharose and melezitose (Supplementary S1).

In the cream variations containing 0-10% (w/w) honey, the gap in the content was
replaced with purified water, adjusted to constitute 15% (w/w) of the formulation. The
study samples were filled into pharmaceutical-grade aluminum 30 g tubes. These tubes
were sealed and appropriately labeled to conform to the single-blinded study protocol. The
stability of the cosmetic formulations and their compatibility with packaging were assessed
before this study to ensure sample integrity throughout the application period.

4.2. Study Design

The formulations underwent testing encompassing microbiology, preservation (chal-
lenge test), dermatology (patch test), stability, and compatibility with packaging to adhere
to the safety standards mandated for cosmetic products. For this study, 24 participants
from Poland (20 women and 4 men) aged 24 to 58 years were recruited. All participants
confirmed a lack of past allergic reactions to honey or any other ingredient in the formula-
tion. They were instructed not to use any other hand moisturizers at least one h before the
tests. The participants were divided into two groups: Group A received a blinded pair of
0% and 10% (w/w) honey hand cream, while Group B received a blinded pair of 5% and
15% (w/w) honey hand cream (as shown in Figure 11). The age difference between the
two groups was confirmed: t (11) = 0.549; p = 0.59, with means for Group A and Group
B of 40.0 and 42.4, respectively. Sex distribution included 1 man and 11 women in Group
A and 3 men and 9 women in Group B. Volunteers were directed to apply the cosmetics
twice daily, respectively, on the left and right back of their hands. Throughout this study,
using other hydrating hand care products was prohibited to eliminate confounding vari-
ables. The experiment encompassed three skin assessment time points: before cosmetics
application, 15 min after the first application, and finally after four weeks of regular use.
Before the apparatus examination, volunteers waited for 15 min to allow their skin to
adjust to room conditions (40—45% humidity, 22-24 °C). Before the 4-week assessment,
participants refrained from using the tested cosmetics for 1 h following the skin condition
evaluation to mitigate the influence of short-term effects. Questionnaires were completed
after four weeks of cosmetic use and following all the tests. This study was completed by
23 participants, with 12 in Group A and 11 in Group B.
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v v
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Figure 11. Division and progress of the present study. Hand creams with 0% and 10% (w/w) honey
content were assigned to Group A, whereas hand creams with 5% and 15% (w/w) honey content
were assigned to Group B.

4.3. Quantitative Methods

The participant questionnaire included rating questions regarding usage and sensory
evaluation. The assessment utilized a scale ranging from 0 (very unfavorable) to 5 (very
favorable), focusing on parameters like spreadability, absorption rate, and the sensation of
a hydrating film on the skin. Formula stickiness was evaluated on a scale from 0 (no sticki-
ness) to 10 (very sticky, honey-like residue). The purpose of this rating scale was to ascertain
if the honey content influenced the sensory aspects of the cream, especially stickiness.

A non-invasive assessment of skin conditions was conducted by using the Courage&
Khazaka Electronic GmbH (K6In, Germany) apparatus, equipped with probes to measure
various skin parameters. These included moisture level, transepidermal water loss, elastic-
ity, smoothness, wrinkle area, and depth. The measurement procedures were aligned with
the apparatus manuals.

To measure skin hydration, the Corneometer CM 825 probe, which employs the
capacitive method, was utilized. The hydration level of the skin is expressed in arbitrary
units (a.u.) by measuring the dielectric constant of the stratum corneum. Higher a.u. values
correspond to greater skin hydration. The probe was positioned on the middle back of
the hands.

The Tewameter TM 300 probe assessed skin barrier function, specifically the parameter
of transepidermal water loss expressed in g/m?/h. This cylindrical probe features two
pairs of sensors to measure relative humidity above the stratum corneum. The parameter
is calculated using Fick’s law of diffusion and the gradient of water density between the
sensor pairs. The probe was placed on the middle back of the hand, and the average
value was obtained after 20 s of sensor temperature adaptation. A lower parameter value
indicates better skin barrier function.

The Cutometer dual MPA 580 probe measured skin elasticity. Employing a vacuum,
the probe gently pulls adjacent skin. The degree of skin deformation and relaxation is
monitored in real time, generating a traceable diagram. The R2 parameter, representing
overall elasticity, was used in the statistical analysis. It ranges from 0 to 100%, with higher
values indicating more elastic skin. The probe’s settings included a 2-s vacuum on-time, 2-s
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off-time, and a pressure of 450 mbar. The probe was positioned on the back of the hands
between the thumb and forefinger.

The Visioscan VC 98 USB probe evaluated skin smoothness. This high-resolution cam-
era with a UVA lamp captured images that were interpreted using grayscale distribution
to calculate skin surface smoothness. Placed on the middle back of the hands, the probe’s
SEsm (smoothness) parameter was employed in statistical analysis. SEsm is determined
by the diversity of gray tones in the histogram; lower SEsm values indicate smoother
skin surfaces.

Wrinkle surface area and depth were measured using the Visioline VL 650 — Quantri-
dies apparatus. This method involves preparing a skin replica, obtained from the middle
back of the hands, and placing it in the Visioline device. An illuminated light at a 35° angle
and a high-resolution camera created an image, measuring and calculating the variations
in skin irregularities. The mean wrinkle depth and the percentage of wrinkle area were
parameters used in the statistical analysis.

4.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out to ascertain the significance of variances between
groups and to elucidate the impact of honey content percentage on skin parameters. To
this end, the analysis involved dependent Student ¢-tests and repeated-measures analysis
of variance (ANOVA) with post hoc Bonferroni correction. To determine the differences
between groups, a post hoc analysis with Bonferroni correction was performed. Addition-
ally, dependent Student t-tests were employed to compare the means of the paired groups.
Separate Student t-tests were conducted for each group to contrast the measured skin
parameters between them. The baseline parameters for each skin measuring test and honey
cream group were checked to determine if the differences were not statistically significant.

Additionally, the analysis incorporated an analysis of variance (ANOVA) to assess the
influence of honey content on each skin parameter across multiple groups. The ANOVA
methodology facilitated the concurrent comparison of average values across the groups,
enabling the identification of any potential differences in outcomes between them. All
statistical analyses were executed using IBM SPSS, version 28.0.1, with the significance
level set at p < 0.05.

5. Conclusions

Honey, as a natural ingredient, offers numerous advantages, including biocompatibil-
ity, a relatively low cost, consumer popularity, and its status as a renewable resource, which
aligns with the principles of sustainable development and beekeeping culture. However,
it also comes with certain technological challenges, such as its thermolability, tendency
to crystallize, and low sticky point temperature, which can result in a sticky sensation
after product application. These challenges can be overcome through careful formulation
processes and production technology planning.

Honey holds significant market potential, although its effectiveness, as demonstrated
through instrumental methods data, remains somewhat limited. Our research sheds light
on the impact of honey-infused hand creams on the skin, considering varying honey content
levels and both short-term and long-term use. Our study affirmed the time and percentage-
dependent moisturizing effect of honey creams on the skin, which was anticipated given
prior scientific findings and the theoretical concept of honey’s humectant mode of action.

The promising results of our study include the anti-wrinkle and skin-smoothing effects
of honey creams across all the tested percentage variations (>5% w/w). The unexpectedly
substantial improvements of 18.25% to 21.29% in wrinkle area and 10.5% to 11.7% in
mean wrinkle depth reduction after four weeks of regular cream use position honey as a
potentially significant rejuvenating agent, comparable to well-established substances like
retinol or ascorbic acid.

However, our research revealed an unexpected finding in the TEWL parameter read-
ings with the 15% honey cream, which improved the skin’s barrier function less favorably
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compared to the 5% and 10% honey creams. This could suggest that honey concentrations
of 5-10% w/w might be more effective for enhancing the skin’s barrier function, while a
15% concentration could be optimal for providing better moisturization.

It is important to acknowledge potential limitations in our research, such as the small
sample sizes in the statistical analysis or volunteers not fully adhering to the experiment’s
requirements. Additionally, daily habits that could influence the outcomes, such as the
number of daily hand washes, occupation, and the quality of hand care before the test,
were not taken into account.

To conclude, further research and data collection on the use of honey in skincare are
recommended. The unique properties of honey and its diverse impact on the skin warrant
continuous exploration, which can lead to innovative cosmetic formulations and skincare
products, as well as a better understanding of the mechanisms and effects of its action on
the skin.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://www.
mdpi.com/article/10.3390/ph17121709/s1, Supplementary S1. Certificate of analysis of honey.
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