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SPIS AKRONIMOW

SPIS AKRONIMOW STOSOWANYCH W ROZPRAWIE DOKTORSKIE]

AKRONIM ROZWINIECIE

ACN Acetonitrile (acetonitryl)

ALC Approximate lethal concentration (§rednie stezenie Smiertelne)

aw Aktywno$¢ wody

BHP Bezpieczenstwo i higiena pracy

CAS Chemical Abstracts Service (amerykanska organizacja, pozwalajagca na
identyfikacje substancji)

CET Cetrymide agar (agar z cetrymidem)

CGS Centymetr, Gram, Sekunda (uktad jednostek miar)

ChZS Choroba zwyrodnieniowa stawow

CI Chemical ionisation (jonizacja chemiczna)

CIR Cosmetic Ingredient Review (przeglad sktadnikow kosmetycznych)
Classification, Labelling and Packaging (rozporzadzenie wprowadzajace w Unii

CLP Europejskiej nowy system klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji
1 mieszanin)

CMA Corn meal agar (agar kukurydziany)
Carcinogenic, Mutagenic, Reprotoxic (rakotworcze, mutagenne, dziatajace

CMR . .
szkodliwie na rozrodczo$¢)

CPNP Cosmetic Products Notification Portal (portal powiadomien o produktach
kosmetycznych)

DAa Absopcja dermalna [%]

DAD The Diode Array Detector (detektor z uktadem diodowym)

DAp Absopcja dermalna [pug-cm™]

DART Developmental and Reproductive Toxicology (baza danych dotyczaca
rozwojowej 1 reprodukcyjnej toksykologii)

DEA Diethanolamine (dietanolamina)

DMSO Dimethyl sulfoxide (dimetylosulfotlenek)

ECHA European Chemicals Agency (Europejska Agencja Chemikaliow)

El Electron ionisation (jonizacja elektronowa)

EINECS European Inwentury of Existing Commercial chemical Substances (Europejski
spis istniejacych substancji chemicznych o znaczeniu komercyjnym)
European List of Notified Chemical Substances (Europejski wykaz

ELINCS . .
notyfikowanych substancji chemicznych)

EMB Eosine methylene blue (agar z eozyng i biekitem metylenowym)

ESI Electrospray (elektrorozpylanie)

F Frequency (czestotliwos¢ stosowania gotowego produktu/dzien)

FA Formic acid (kwas mrowkowy)

FDA Food and Drug Administration (Administracja Jedzenia i Lekow)

FT-IR Fourier-transform infrared (spektroskopia w podczerwieni z transformacja
Fouriera)

GC Gas chromatography (chromatografia gazowa)

GMP Good Manufacturing Practice (dobra praktyka produkcyjna)

GRAS Generally Recognised As Safe (lista substancji uwazanych za bezpieczne)

GUS Gtoéwny Urzad Statystyczny
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Human and Environmental Risk Assessment (baza danych dotyczaca oceny

HERA ryzyka dla ludzi i srodowiska)

HLB Hydrophilic-lipophilic balance (réwnowaga wodno-lipidowa)

HPLC High-performance liquid chromatography (wysokosprawna chromatografia
cieczowa)

ICH The International Council for Harmonisation (Migdzynarodowa Rada
ds. Harmonizacji)

IFN, IFN-y Interferon, Interferon-y

IFSCC International Federation of Societies of Cosmetic Chemists (Migdzynarodowa
Federacja Stowarzyszen Chemikéw Kosmetycznych)

IL Interleukin (interleukiny)

In vitro ,.w szkle”

In vivo na zywym ,,organizmie”

INCI International Nomenclature of Cosmetic Ingredients (Mig¢dzynarodowe
nazewnictwo sktadnikow kosmetykow)

IR Infrared (promieniowanie z zakresu podczerwieni)

SO International Organization for Standardization (Mig¢dzynarodowa Organizacja
Normalizacyjna)

LD Laser desorption (desorpcja laserowa)

LD50 Lethal dose (dawka powodujaca zgon polowy narazonych osobnikdw)

LOAEL Lowest Observable Adverse Effects Level (najnizsza dawka, w przypadku ktorej
obserwuje si¢ dzialania niepozadane)

MAC MacConkey agar (agar MacConkey)

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization (desorpcja/jonizacja laserowa
wspomagana matryca)

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 (biatko chemoatraktacyjne monocytow-1)

MLS Multiple Light Scattering (metoda wielokrotnego rozpraszania $wiatla)

MoS Margin of Safety (margines bezpieczenstwa)

MS Mass spectrometry (spektrometria mas)

MSA Mannitol salt agar (podtoze Chapmana)

MSM Metylosulfonylometan

MTT Bromek 3-[4,5,-dimetylotiazol-2-ilo]-2,5-difenylotetrazoliowego

NF-AT Nuclear factor of activated T-cells (czynnik jadrowy aktywowanych komorek T)

NF- kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B)

NIR Near infrared (promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni)

NLPZ Niesteroidowe leki przeciwzapalne

NMR Nuclear Magnetic Resonance (spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego)
No Observed Adverse Effect Level (poziom niewywotujacy dajacych sig¢

NOAEL . . .
zaobserwowac szkodliwych skutkow)

NOEL No Observable Effect Level (najwyzsza dawka leku, ktora nie ma zauwazalnego
dziatania)

NSAIDs Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (niesteroidowe leki przeciwzapalne)

OA Osteoarthritis (choroba zwyrodnieniowa stawow)

(0 7A%Y Emulsja typu olej w wodzie
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O/W/0 Emulsja wielokrotna typu olej-woda-olej

PABA p-aminobenzoic acid (kwas para-aminobenzoesowy)

PAMPA Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (rownolegly test
przepuszczalno$ci sztucznej membrany)

PAO Period After Opening (czas przydatnosci do uzycia po otwarciu opakowania)

PAP Pseudomonas agar P (agar dla Pseudomonas)

PDA Potato dextrose agar (agar dekstrozowo-ziemniaczany)

PDMS Polydimethylsiloxane (polidimetylosiloksan)

RANKL Receptor Activator for Nuclear Factor kB Ligand, (ligand aktywatora receptora
jadrowego czynnika kB)

RID Refractive Index Detector (detektor refraktometryczny)

RTECS Registry of Toxic Effects of Chemical Substances (Rejestr toksycznych efektow
substancji chemicznych)

SCCP Scientific Committee on Consumer Products (Komitet Naukowy ds.
Bezpieczenstwa Produktow)

SCCS Scientific Committee on Consumer Safety (Komitet Naukowy ds.
Bezpieczenstwa Konsumentow)
Scientific Committee for Cosmetic Products and Non-food Products intended for

SCCNFP Consumers  (Komitet =~ Naukowy ds.  Produktow  Kosmetycznych
i Produktéw Niezywno$ciowych przeznaczonych dla Konsumentow)

SCS Sodium coco sulfate (s6l sodowa siarczanu alkoholi tluszczowych z oleju
kokosowego)

SDA Sabouraud dextrose agar (agar Sabouraud z dekstrozg)

SDCA Sabouraud dextrose chloramphenicol agar (agar Sabouraud z chloramfenikolem)

SED Systemic exposure dose (ogdlnoustrojowa dawka ekspozycyjna)

SFC Superecritical Fluid Chromatography (nadkrytyczna chromatografia cieczowa)

SLES Sodium Laureth Sulfate (s6l sodowa siarczanu oksyetylenowanego alkoholu
laurylowego)

SLS Sodium Lauryl Sulfate (laurylosiarczan sodu)
SRY-box transcription factor 9 (czynnik transkrypcyjny SRY-box 9, SRY (ang.

SOX9 sex-determining region Y (gen determinujacy ple¢ znajdujacy si¢ na chromosomie
Y))

SS Skin Surface (powierzchnia skory)

SYSADOA Symptomatic Slow Acting Drugs for Osteoarhritis (objawowe wolnodzialajace
leki przeciwko chorobie zwyrodnieniowej stawow)

TDro Toxic Dose Low (najnizsza opublikowana dawka toksyczna)

TE Thermospray (termospray)

TEA Triethanolamine (tr6jetanoloamina)

TEWL Transepidermal Water Loss (przeznaskorkowa utrata wody)

TNF Tumor necrosis factor (czynnik martwicy nowotworu)

TNF-a Tumor necrosis factor — a (czynnik martwicy nowotworu alfa)

TRP Transient receptor potential (receptor przejsciowego potencjatu)

TRPA Transient receptor potential ankyrin (receptor anakirynowy przejsciowego
potencjatu)

TRPM Transient receptor potential melastatin (receptor melastatynowy przejsciowego

potencjatu)
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Transient receptor potential vanilloid (receptor waniloidowy przej$ciowego

TRPV .
potencjatu)

TSA Tryptone soy agar (agar tryptonowo-sojowy)

TRP Transient Receptor Potential (grupa kanatéw receptora przejsciowego potencjatu)

UPLC Ultra-Performance Liquid Chromatography (ultrasprawna chromatografia
cieczowa)

uv Ultraviolet (promieniowanie z zakresu ultrafioletu)

VBE Vanillyl Butyl Ether (eter butylowy kwasu waniliowego)

VIS Visible (promieniowanie z zakresu $wiatla widzialnego)

WHO World Health Organization (Swiatowa Organizacja Zdrowia)

W/0 Emulsja typu woda w oleju

W/O/W Emulsja wielokrotna typu woda-olej-woda

% RH % Relative Humidity (% wilgotno$ci wzglednej)
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WSTEP

Choroba zwyrodnieniowa stawow (ang. OA, ChZS) jest progresywna i chroniczng
chorobg, ktora powoduje trwalg utrate chrzastki w obrebie stawu. Objawy kliniczne to
przede wszystkim bol zwigzany zwlaszcza z rozpoczgciem ruchu, ale takze ograniczona
ruchomos$¢ stawu, sztywno$¢ po bezruchu i opuchlizna. Do dzi§ nie opracowano
skutecznego leczenia przyczynowego choroby zwyrodnieniowej stawow. W zwigzku ze
zmianami demograficznymi zachodzacymi na $wiecie oraz stopniowg zmiang stylu zycia,
coraz wigcej 0sob cierpi na ChZS, co w polaczeniu z brakiem skutecznych metod leczenia
mobilizuje do nieustannego poszukiwania alternatywnych terapii. Najczesciej stosowana
terapia obejmuje zmniejszenie bolu, zahamowanie progresji choroby 1 poprawe funkcji
stawOw, poprzez potaczenie metod farmakologicznych, niefarmakologicznych i leczenia
chirurgicznego.

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej mialy na celu opracowanie dwoch
produktéw  dermokosmetycznych  do  stosowania  miejscowego na  bazie
wyselekcjonowanych ekstraktow roslinnych, olejkow eterycznych 1 substancji o wysokim
potencjale tagodzacym 1  regeneracyjnym wzgledem urazéw oraz  chordb
zwyrodnieniowych  stawoéw, w  wybranych  postaciach  dermokosmetycznych
o potwierdzonym przenikaniu przezskornym.

Na podstawie przeprowadzonej analizy przegladowej dostepnych skladnikow
aktywnych nasunat si¢ pomyst wykorzystania ikaryny, substancji o potencjalnie wysokiej
zdolnosci do aktywacji chondrogenezy i regeneracji macierzy mig¢dzykomorkowej przez
chondrocyty w dotychczas niezbadanym miejscowym zastosowaniu, co daje nowe
spojrzenie na mozliwosci wykorzystania ikaryny i jej witasciwosci w leczeniu ChZS.
Dodatkowo, innowacyjne pofaczenie drugg substancjg, siarczanem glukozaminy, moze
przyczyni¢ si¢ do synergicznego dzialania obu substancji. Siarczan glukozaminy jest
substancjg endogenng, typowym sktadnikiem tancuchoéw polisacharydowych macierzy
chrzastki 1 glukozaminoglikanow mazi stawowej. Badania in vitro 1 in vivo wykazaly, ze
glukozamina 1jej pochodne stymulujg synteze fizjologicznych glikozaminoglikanow
1 proteoglikanéw przez chondrocyty oraz kwasu hialuronowego przez synowiocyty. W obu
przypadkach (ikaryna i siarczan glukozaminy), dlugotrwate podawanie doustne nie jest
zalecane ze wzgledu na niepozadane skutki uboczne ze strony uktadu pokarmowego
1 wykazana niskg biodostepnos$¢ zwigzang z efektem pierwszego przejsScia przez watrobe
1 rozktadem substancji czynnych, co sprawia, ze stosowanie miejscowe moze dawac lepsze
efekty terapeutyczne.

Wyzwaniem podczas opracowywania nowych formulacji jest stworzenie stabilnej
masy, ktora jednoczesnie bedzie stanowi¢ doskonaly nosnik dla zawartych w nim
sktadnikow aktywnych, zapewniajacy ich odpowiednie uwalnianie i mozliwie wysoka
biodostepnos¢. W tym przypadku, wykorzystane substancje aktywne charakteryzuja si¢
odmiennym powinowactwem do substancji hydro- i lipofilowych oraz parametrami
rozpuszczalno$ci, co stanowito dodatkowa trudno$¢ w doborze sktadnikéw bazowych oraz
promotoréw przenikania, w taki sposob, aby zapewni¢ wyzej wymienione parametry dla
jednej substancji bez zaktdcenia ich, w przypadku drugiego ze sktadnikow.
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Opracowane formulacje kosmetyczne poddano szerokiej charakterystyce
fizykochemicznej oraz badaniom in vitro przenikania przez membrany imitujace skorg, na
podstawie ktorych, wybrano prototypy do dalszych badan. Ponadto dla wybranych
formulacji opracowane zostaly procesy technologiczne z podniesieniem skali do
poéttechnicznej i optymalizacja proceu ich wytwarzania, a takze przeprowadzono wszystkie
badania niezbedne do wdrozenia produktu na rynek. W tym zostaly wykonane badania
czystosci mikrobiologicznej 1 zakonserwowania produktu, badania stabilno$ci
i kompatybilnosci produktu z opakowaniem, testy dermatologiczne, badania aplikacyjne
oraz wykonano ocen¢ toksykologiczng wybranych formulacji.

W przysztosci przeprowadzone badania mogg by¢ pierwszym krokiem do
rozpoczecia badan klinicznych nad leczniczym dzialaniem ikaryny w leczeniu choroby
zwyrodnieniowej stawow.
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2.1. Polaczenia stawowe koSci

Za stabilizacje 1 ruch szkieletu ludzkiego odpowiadaja $ciste (nieruchome) i wolne
(ruchome) potaczenia migdzy kosémi, ktore razem z wigzadlami, mig¢éniami, $ciggnami
tworza uklad ruchu czlowieka. Nieruchome potaczenia kosci i potaczenia o niewielkim
stopniu ruchomos$ci to gltownie chrzastkozrosty, wigzozrosty i kosciozrosty, ktore
uniemozliwiajg przemieszczanie si¢ kosci wzgledem siebie i wystgpuja migdzy innymi
w sklepieniu czaszki czy polaczeniu zeber z mostkiem. W przeciwienstwie do potaczen
statych, kazdy nawet najmniejszy ruch, wymaga pracy przynajmniej jednego potaczenia
dwoch lub wigcej kosci. Ruchome potaczenia miedzy elementami szkieletu, czyli stawy
umozliwiajg poruszanie cialem w roznych plaszczyznach: zginanie, prostowanie,
odwodzenie, przywodzenie, rotacja, pozwalajag na utrzymywanie stabilnej postawy ciata
w calym zakresie ruchu, a takze zapewniaja amortyzacje wstrzasow [1]. Stawy mozna
podzieli¢ z uwagi na liczbe kosci wchodzacych w sktad stawu oraz liczbg osi wzgledem
ktorych mozliwy jest ruch. Wedtlug pierwszego podziatu wyr6zni¢ mozna stawy proste
zbudowane z dwoch kosci oraz stawy ztozone, w ktorych sktad wchodzg minimum 3 kosci.
Podziat pod katem osi ruchu obejmuje stawy jednoosiowe umozliwiajace ruch wytacznie
w jednej plaszczyznie np. zawiasowe stawy miedzypaliczkowe, stawy dwuosiowe
pozwalajace na ruch w dwoch ptaszczyznach, takie jak: elipsoidalny staw promieniowo -
nadgarstkowy czy siodetkowy staw nadgarstkowo-§rodreczny kciuka oraz stawy
wieloosiowe obejmujace np. stawy kuliste, nieregularne czy ptaskie [2].

2.1.1. Budowa stawow

W zalezno$ci od miejsca, w ktorym stawy wystepuja w organizmie, potaczenia
kostne r6znig si¢ miedzy sobg ruchomoscig i budowa. Podstawowy element kazdego stawu
stanowig powierzchnie stawowe — czyli zakonczenia kosci pokryte cienkg warstwa chrzastki
stawowej. Najczesciej jest to wklgsta czgs¢ jednej z kosci, czyli panewka 1 wypukta czes¢
drugiej — gtowka, cho¢ mozna wyrdzni¢ takze ptaskie powierzchnie stawowe (np. kos¢
krzyzowa z miednicg). Typowymi elementami stawu sg takze torebka i jama stawowa.
Torebka stawowa stanowi dwuwarstwowa, elastyczng ostong stawu, taczaca powierzchnie
stawowe kosci. Jej zewnetrzng warstwe stanowi blona zbudowana z widknistej tkanki
tacznej, sktadajaca si¢ w wigkszosci z widkien kolagenowych [3]. Wewngtrzng warstwe
stanowi btona maziowa, zawierajaca silnie unaczynione i unerwione kosmki maziowe,
wydzielajace ciecz synowialng (ptyn stawowy, maz stawowa) do jamy stawowej, czyli
szczelinowatej wolnej przestrzeni, znajdujacej si¢ miedzy powierzchniami stawowymi
wewnatrz torebki stawowej [4]. Poza podstawowymi elementami, struktur¢ stawu,
w niektorych przypadkach moga dopetnia¢ dodatkowe elementy stabilizujace, takie jak:
wiezadla, krazki i obrabki stawowe, Iakotki, kaletki maziowe czy trzeszczki [5]. Na rysunku
1 przedstawiono schemat budowy stawu cztowieka.
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Rys. 1. Schemat budowy stawu czlowieka [opracowanie wlasne]
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2.1.2. Struktury ochronne

Prawidlowe funkcjonowanie i zachowanie niezmienionej chorobowo, naturalnej
struktury stawu, odgrywa bardzo duzg rolg w sprawnosci kazdego organizmu. W fizjologii
stawOw problemem jest znaczgce tarcie, napi¢cia 1 obcigzenia, ktorym poddaje si¢ stawy
podczas wykonywanych czynnosci [6]. Aby ochroni¢ stawy przed nastepstwami
destrukcyjnych czynnikéw, organizm wyksztalcit szereg cech 1 mechanizmoéw,
poprawiajagcych amortyzacj¢ 1 poslizg miedzy elementami stawu, tak by minimalizowac
zuzywanie si¢ elementdw niepodlegajacych regeneracji [7], [8].

2.1.2.1. Tkanki chrzestne

Tkanki chrzestne sg zaklasyfikowane do grupy tkanek tacznych oporowych, ktére
cechuja si¢ znaczacg elastycznoscig 1 sprezystoscia, dzigki czemu, poza funkcjg strukturalna,
pehia takze funkcje ochronne i wbudowane sa w ludzkim ciele w miejscach najbardziej
narazonych na obcigzenia i tarcie [9]. Po$rdod nich wyr6ézni¢ mozna tkanke chrzestng
sprezysta, szklista 1 wioknista. W ludzkich stawach mozna znalez¢, zaréwno tkanke
wioknista, ktora moze by¢ sktadnikiem strukturalnym wigzadet stawowych, jak i tkanke
szklista, ktora wysciela powierzchnie stawowe. Najistotniejszg rol¢ w ochronie stawow
odgrywa jednak tkanka chrzestna szklista, ktora poprzez odpowiedni rozktad obcigzenia na
mozliwie najwigkszej powierzchni i1 wlasnej budowie minimalizujacej opory tarcia,
zapewnia odpowiednig elastyczno$¢ i1 wytrzymatos§¢ calej strukturze [10]. Jej unikatowe
cechy wynikaja bezposrednio z budowy, orientacji wtokien i wysokiej gestosci substancji
pozakomorkowej. W sktad jej struktury wchodzi macierz chrzgstna tworzona przez liczne
grupy komorek chondrocytow poprzeplatanych nieregularnie uloZzonymi widknami
kolagenowymi (gtownie typu II), proteoglikanow i1 kwasu hialuronowego oraz wody
stanowigcych razem macierz pozakomorkowa [11]. Uktad wiokien kolagenowych w catym
przekroju tkanki jest wielowarstwowy i przy powierzchni okreslany jest splotowatym, gdzie
liczne wtokna utozone stycznie do powierzchni otaczaja mate komorki chondrocytarne [12].
Kolejna warstwa zbudowana jest z ciasno utkanych wigzek widkien kolagenu, ulozonych
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zwykle réwnolegle do powierzchni chrzastki, zazwyczaj wystepuje w niej duza ilos¢ kwasu
hialuronowego, natomiast uboga jest w glukozaminoglikany i chondrocyty. Nastepne dwie
warstwy zawieraja ulozone kolejno, skosnie i prostopadle do powierzchni, widkna
kolagenowe. Najblizej styku kosci, nad podchrzgstna, znajduje si¢ warstwa zmineralizowana
chrzastki. Ulozenie wiokien nie jest przypadkowe i wynika z sil, jakie dzialaja na
poszczeg6lne warstwy chrzastki [13]. W wierzchniej warstwie dominuja naprezenia styczne
do powierzchni, zwigzane z tarciem jakie pojawia si¢ miedzy powierzchniami stawowymi.
Powoduja one orientacje wiokien w kierunku réwnoleglym do kierunku dziatania tych
naprezen, natomiast w glebszych warstwach dziatajgce naprezenia powodowane sciskaniem
chrzastki, wymuszaja ulozenie witokien zgodnie z kierunkiem dzialajacych sit. Plyn
pozakomorkowy zawiera duze ilosci wody (60 % wag. - 80 % wag. calej masy) bogatej
w jony, ktora wigzana jest przez proteoglikany, takie jak: siarczan chondroityny, siarczan
keratanu 1 agrekan [14]. Nadaje to chrzastce odpowiednig sztywnos$¢ i sprezystos¢, ale
jednoczesnie znacznie utrudnia dyfuzje sktadnikow odzywczych. Spowodowane jest to tym,
ze wigkszo§¢ wody w tkance chrzestnej szklistej jest aktywnie zwigzana [15], [16].
Chrzastka stawowa jest nieunerwiona i charakteryzuje si¢ bardzo stabym ukrwieniem,
dlatego w transporcie sktadnikow odzywczych duza role odgrywa plyn stawowy,
umozliwiajacy ich wymiang 1 dystrybucje na zasadzie dyfuzji.

2.1.2.2.  Plyn synowialny (maz stawowa, plyn stawowy)

Podobnie, jak w przypadku tkanki chrzestnej, sktad 1 struktura ptynu stawowego nie
sa przypadkowe 1 sg $cisle skorelowane z zadaniami jakie spelnia w stawie. Gtowna rola
ptynu synowialnego jest minimalizowanie tarcia wystgpujacego na styku powierzchni
stawowych, umozliwienie ptynnego poruszania stawami i ochrona powierzchni stawowych.
Pemni on rolg swoistego lubrykantu. Z drugiej strony bierze rowniez udziat w odzywianiu
tkanki chrzastnej stawowej jako medium transportowe dla sktadnikéw odzywczych. Jest on
wysoko lepka, zwykle przejrzysta lub opalizujaca, bezbarwng lub lekko z6ita ciecza,
wydzielang do jamy stawowej przez bton¢ maziowa torebki stawowej. Powstaje jako
dializat osocza krwi pozbawiony fibrynogenu i hemoglobiny. Jego bazg¢ stanowi woda,
natomiast pozostata cz¢s$¢ stanowi kwas hialuronowy, biatka (albuminy i globuliny), gliko-
1 lipo-proteiny, w tym szczegolnie istotna lubrycyna (proteoglikan 4) i mucyny, fosfolipidy,
glukoza, kwas moczowy oraz leukocyty, cho¢ w zaleznosci od stanu zdrowia 1 wieku sktad
ten moze ulega¢ zmianom [17]. Zdania na temat tego, ktory ze sktadnikow, w najwiekszym
stopniu, odpowiada za witasciwosci §lizgowe sa podzielone. Poczatkowo jako kluczowy
sktadnik wskazywano kwas hialuronowy [18], cho¢ szczeg6lnie w przypadku wigkszych
obcigzen stawu, wazniejsze wydawaty si¢ by¢ gliko- i lipoproteiny zawieszone w catej masie
ptynu [19], [20], [21]. W zwiazku z duza liczba badan potwierdzajacych wptyw wyzej
wymienionych sktadnikow ptynu stawowego na jego ochronne wlasciwosci, obecnie uwaza
si¢, ze jego wilasciwosci nie wynikaja z obecnosci jednego z tych sktadnikow, tylko
z wystgpowania ich w kombinacji, ktéra wzmacnia jego dziatanie §lizgowe 1 ochronne [22],
[23], [24]. Ta zlozona kombinacja roéznych grup sktadnikéw zapewnia unikatowe
wiasciwosci reologiczne [2]:
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- tiksotropowe, charakterystyczne dla cieczy nienewtonowskich, takie jak: zmniejszanie
lepkosci 1 struktury masy wraz ze wzrostem szybkos$ci $cinania (w przypadku stawow
utatwia to smarowanie powierzchni podczas ruchu),

- wlasciwosci sprezyste, co klasyfikuje plyn stawowy takze jako ciecz lepkosprezysta
(pomagajace w ochronie przed sitami dziatajagcymi na tkanki chrzestnej).

2.2. Choroby zwyrodnieniowe

Ludzki organizm podlega genetycznie kontrolowanym procesom biochemicznym.
Wraz z wiekiem wystawiony jest na dziatanie szeregu czynnikéw srodowiskowych, w tym
stylu zycia, odzywiania, aktywnosci fizycznej, stresu, narazenia na substancje toksyczne
oraz szkodliwych warunkow, takich jak: promieniowanie czy obecno$¢ wirusow. Zmiany
zachodzace w tym czasie to proces starzenia, czyli skutek kumulacji
wewnatrzkomorkowych uszkodzen 1 mutacji, ktérych organizm nie jest w stanie naprawic.
Zaktocenie rownowagi wewnetrznej pomiedzy komorkami prawidtowymi 1 uszkodzonymi
znacznie zwigksza ryzyko chorob zwyrodnieniowych obejmujacych postepujace procesy
patologiczne na poziomie komdrkowym, skutkujace znaczagcymi zmianami w strukturze
tkanek [25]. W przypadku przekroczenia mozliwosci regeneracyjnych organizmu,
funkcjonalno$¢ narzadu zostaje zakldcona, co w niektorych przypadkach moze znaczaco
obnizy¢ jakos$¢ zycia i utrudni¢ funkcjonowanie. W zwigzku z tym, ze procesy patologiczne
moga zachodzi¢ w kazdej tkance, istnieje szeroka gama choréb zwyrodnieniowych,
poczawszy od chorob uktadu nerwowego (np. choroba Alzheimera, Parkinsona, choroba
Huntingtona), poprzez uktad krazenia (np. choroba niedokrwienna serca), tkanki kostnej
(np. osteoporoza, zwyrodnienia stawOw, reumatoidalne zapalenie stawow), choroby
metaboliczne (np. cukrzyca typu 2) oraz nowotwory. Choroby uktadu mig$niowo-
szkieletowego s3 druga najczestsza przyczyng niepetnosprawnosci osob starszych na
swiecie [26]. Wsrdd nich, najczestsza jest choroba zwyrodnieniowa stawow (ChZS;
osteoarthrosis; osteoarthritis; OA), ktéra dotyka okoto 237 milionéw ludzi na caltym §wiecie
[27] 1 zostala przez FDA (ang. Food and Drug Administration; Administracja Jedzenia
1 Lekow) uznana za chorobe cigzkg z uwagi na stwarzanie problemow w aspektach:
medycznym, spolecznym, biologicznym, psychosocjalnym i ekonomicznym.

2.2.1. Etiopatogeneza choroby zwyrodnieniowej stawow

Choroba zwyrodnieniowa stawow (ChZS; osteoarthrosis; osteoarthritis; OA) to
zespot postepujacych, trwatych i dopetniajacych si¢ zaburzen sktadu, struktury i wlasciwosci
tkanek w obrebie stawu, ktore pomimo rdéznych etiologii prowadza do zaburzen pomig¢dzy
procesami degradacji i regeneracji chrzastki stawowej dajac podobny obraz kliniczny. Ze
wzgledu na brak ochrzestnej, naczyn krwiono$nych i nerwow, uszkodzona tkanka chrzestna
szklista w stawie ma bardzo ograniczone zdolno$ci regeneracyjne [28]. Uszkodzenia
obejmujace jedynie tkanke chrzestng nie ulegaja odbudowie [29], dopiero w przypadku
uszkodzen dotykajacych warstwe podchrzestng pojawiaja si¢ mozliwo$ci naprawcze.
W drugim przypadku obecnos$¢ niezréznicowanych komoérek mezenchymalnych pozwala na
zréznicowanie ich w kierunku osteoblastow formujacych tkanke kostng lub fibroblastow
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tworzacych tkanke chrzestng witoknista lub szklistopodobng [30], ktorych wilasciwosci
niestety nie dorownuja pierwotnej strukturze, przez co ostabiajg prace calej tkanki. Zwykle
do uszkodzen dochodzi w skutek mechanicznych przecigzen tkanki chrzestnej, ktore
pobudzaja chondrocyty do produkcji cytokin i czynnika martwicy nowotworu o (TNF-a
aktywujacych synteze metaloproteinaz, tkankowego aktywatora plazminogenu, plazmin
1 innych proteaz bioragcych udzial w niszczeniu tkanek) [31]. Efektem tego jest przesunigcie
rownowagi pomigdzy produkcja enzymow i ich inhibitoréw, ktore reguluja proces tworzenia
chrzastki, na korzys¢ efektu destrukcyjnego, uniemozliwiajacego skuteczng regeneracje.
W miare zmniejszania si¢ objetosci chrzastki 1 pojawiania si¢ w niej znaczacych ubytkow,
uszkodzeniu moga ulega¢ rowniez kosci znajdujace si¢ pod chrzastka, co prowadzi do ich
przebudowy, sklerotyzacji 1 powstawania wyrosli kostnych 1 osteofitow [32]. Calemu
procesowi towarzyszy takze stan zapalny blony maziowej, zwigzany z naciekami limfo-
1 monocytarnymi oraz fagocytoza uszkodzonych mechanicznie fragmentéw chrzastki
stawowej. Dochodzi wtedy do ogélnego zapalenia wszystkich otaczajacych struktur, czyli
torebki stawowej, wigzadel, Sciggien i mig$ni nalezacych do zajetego stawu.

2.2.2. Objawy/obraz kliniczny ChZS

Do objawow klinicznych ChZS zalicza si¢ przede wszystkim bol zwigzany
zwlaszcza z rozpoczeciem ruchu, ale takze ograniczong ruchomos¢ stawu, sztywno$¢ po
bezruchu, trzeszczenia, niestabilnos¢, wysieki, obrzgk i zgrubienie oraz widoczne zmiany
w zarysie stawu. Bol moze by¢ spowodowany uszkodzeniem roznych tkanek i moze wigzaé
si¢ z podraznieniem zakonczen nerwowych okostnej, uszkodzeniem warstwy podchrzestne;j
kosci, dlugotrwatym napigciem migsni lub niewlasciwym napi¢ciem innych struktur
stabilizujgcych staw oraz moze rowniez wynika¢ z obecnosci stanu zapalnego. W badaniu
fizykalnym mozna zauwazy¢ pojawienie si¢ guzkow 1 torbieli, a takze zanik mie$ni i sily
mig$niowej. Z kolei w badaniu obrazowym widoczne jest zwezenie szpary stawowej,
sklerotyzacja warstwy podchrzestnej, znieksztalcenia obrysu kosci 1 podwichnigcia, moga
pojawi¢ si¢ takze geody zwyrodnieniowe i osteofity [33]. W przypadkach pojawienia si¢
stanu zapalnego mozna zaobserwowac podwyzszone wartosci wskaznikéw zapalnych,
a takze zmiany zawartos$ci leukocytow 1 obecno$¢ krysztatow wapnia w ptynie stawowym
[34].

2.2.3. Dane epidemiologiczne

Wskazuje sig, ze na chorob¢ zwyrodnieniowa stawow cierpi ok. 15 % populacji
ludzi. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) definiuje czynnik ryzyka jako dowolng ceche
lub narazenie jednostki, co zwigksza prawdopodobienstwo zachorowania [35]. Badania
epidemiologiczne prowadzone na populacjach ludzi z calego $wiata pozwolity
zaobserwowac roznice w zapadalno$ci na OA 1 przyjrze¢ si¢ czynnikom zwigkszajacym
ryzyko wystgpienia choroby zwyrodnieniowej stawow, takich jak: wiek, tryb zycia,
srodowisko, pte¢ czy przebyte kontuzje, ktére moga mie¢ powigzanie z wystepowaniem OA
[36], [37], [38]. Najczgsciej najbardziej ucigzliwe dla ludzi sg zwyrodnienia stawu
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kolanowego, biodrowego i dtoni [39]. Badania epidemiologiczne przeprowadzone w Polsce
przez Gtowny Urzad Statystyczny (GUS) w 2019 r. potwierdzity korelacj¢ postgpu choroby
wraz z wiekiem 1 wykazaty jego wptyw jako czynnika zwiekszajacego ryzyko [40]. W tym
przypadku, u 15,5 % os6b w wieku powyzej osiemnastego roku zycia, stwierdzono
wystepowanie choroby, w przypadku oséb w wieku 70-79 lat byto to odpowiednio 44 %,
a u os6b w wieku powyzej 80 roku zycia — 82 %. W tym samym badaniu wskazano réwniez
zalezno$¢ czestosci wystepowania OA uwarunkowanej plcia, gdzie niezaleznie od wieku,
dwukrotnie wyzszg zachorowalno$¢ mozna bylo zaobserwowaé wsrod kobiet. Inne,
niezalezne badanie, rowniez wskazato pte¢ jako czynnik predysponujacy, gdzie posrod 3906
0sOb powyzej 55 roku zycia, na zwyrodnienia dtoni cierpiato 67 % kobiet 1 55 % mezczyzn,
natomiast wsrod osob powyzej 80 roku zycia obecnos$¢ zwyrodnien stawu kolanowego
zadeklarowato 53 % kobiet 1 33 % mezczyzn [41]. Podobne wyniki uzyskano takze
w standaryzowanym, pod wzgledem wieku 1 ptci badaniu, gdzie kobiety miaty znacznie
wyzsze wspotczynniki zachorowalnosci na OA niz mezczyzni, zwlaszcza po 50. roku zycia
a do wyrownania dochodzito dopiero posrdd osob w wieku ok. 80 lat [39]. Jednak nie do
wszystkich typéw choroby zwyrodnieniowej bardziej predysponowane sa kobiety,
w przypadku zwyrodnien kregostupa szyjnego wyzszy wskaznik zachorowan uzyskano dla
mezczyzn [42]. Zauwazono takze roznice rasowe 1 etniczne majgce wpltyw na wystapienie
OA, gdzie szczegdlnie narazone sg osoby pochodzenia afroamerykanskiego [43], [44]. Duze
znaczenie ma takze obcigzenie genetyczne, ktore posiada kazdy cztowiek. Szacuje si¢, ze
ok. 30 % - 65 % ryzyka wystgpienia choroby jest zdeterminowanych genetycznie [42], [45].
Co istotne, podczas badania skanowania ludzkiego genomu zidentyfikowano
21 niezaleznych loci, odpowiadajacych za podatnos¢ na choroby zwyrodnieniowe [46]. Jako
kluczowe podaje si¢ takze, takie czynniki jak: otyto$¢ czy zaburzenia metaboliczne oraz
niedobory mineralne i witaminowe, a takze czynniki na poziomie stawowym, takie jak:
ksztalt, masa i gesto$¢ kosci, sita miesniowa, obcigzenia oraz przebyte kontuzje i urazy [47].

2.2.4. Leczenie ChZS

Do chwili obecnej nie opracowano efektywnego leczenia choroby zwyrodnieniowe;j
stawow. Powszechnie stosowane terapie obejmuja dziatanie objawowe obejmujace
zmniejszenie bolu, hamowanie progresu choroby i poprawe funkcjonowania stawow
poprzez potaczenie metod farmakologicznych, niefarmakologicznych 1 leczenia
chirurgicznego. Do metod niefarmakologicznych zalicza si¢ modyfikacje stylu zycia,
redukcje¢ otylosci w przypadku jej wspotistnienia, korekcje wad postawy, terapie termiczne
(leczenie cieptem i zimnem), rehabilitacj¢ (kinezyterapia, fizjoterapia itp.), stosowanie
odcigzajacych $rodkoéw ortopedycznych, takich jak: ortezy czy kule, ktore sumarycznie
poprawiaja funkcjonowanie i wspomagaja procesy regeneracyjne stawu. W skrajnie
zaawansowanych przypadkach choroby zwyrodnieniowej, niepozwalajacych na
samodzielne funkcjonowanie i poruszanie si¢, zalecana jest endoprotezoplastyka. Leczenie
objawowe obejmuje takze leczenie farmakologiczne, oparte gléwnie na terapii
przeciwbolowej bedacej potaczeniem roznych metod dajacych synergistyczny efekt
z jednoczesnym minimalizowaniem wystapienia dzialan niepozadanych. Regeneracja
tkanek przy chorobie zwyrodnieniowej jest procesem dtugotrwatym a dobranie skutecznej
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strategii leczenia do indywidualnych potrzeb pacjenta jest trudne 1 wymaga
wielodyscyplinarnej diagnostyki, oceny predyspozycji do postepu choroby, stopnia jej
zaawansowania i ryzyka wystgpienia dziatan niepozadanych, a takze sumiennej wspotpracy
Z pacjentem.

2.2.4.1. Niesteroidowe leki przeciwzapalne

W leczeniu objawowym choroby zwyrodnieniowej stawOow stosuje si¢ ogolnie
dostepne leki przeciwbolowe, takie jak: acetaminofen (paracetamol), a w przypadku silnego
bolu i standow zapalnych, leki z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ)
np. ibuprofen, diklofenak, naproksen 1 wiele innych [48]. Aktywnos$¢ tych lekow polega na
hamowaniu aktywnos$ci enzymu z grupy cyklooksygenaz, co prowadzi do ograniczania
wytwarzania prostaglandyn, odpowiedzialnych za odczuwanie bolu i1 tworzenie obrzekow
[49]. Z uwagi na wystepowanie szeregu skutkéw ubocznych NLPZ, takich jak: podraznienia
zotadka, wrzody, uszkodzenia i niewydolno$¢ watroby, zawal migsnia sercowego czy
miejscowe podraznienia, zaleca si¢ raczej ich krotkotrwale stosowanie. W skrajnych
przypadkach bolowych, gdy wymienione dotychczas metody nie pomagaja, dopuszcza si¢
zastosowanie tramadolu lub lekéw opioidowych zawierajacych takie substancje, jak:
kodeina, oksykodon czy hydrokodon [48]. Dziatanie tych substancji polega na wyciszeniu
reakcji moézgu poprzez hamowanie przekazywania bodzcow bdélowych do osrodkowego
uktadu nerwowego [50]. Podobnie, jak w przypadku niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych, ich dlugotrwate spozycie moze skutkowa¢ wystgpowaniem szeregu
skutkow ubocznych: wymiotow, nudnosci, sennosci, zapar¢, drgawek i rozwojem wigkszej
tolerancji organizmu na lek. W ciezkich przypadkach choroby zwyrodnieniowej i fazach
zaostrzenia objawoéw towarzyszacych, kiedy bol uniemozliwia funkcjonowanie, jego
usmierzanie moze opierac si¢ takze na dostawowym podawaniu sterydow, tzw. blokad, ktore
skutecznie zmniejszaja dolegliwosci nawet do kilku miesigcy [51], [52].

2.2.4.2. Wolno dzialajace leki objawowe

Alternatywng grupe substancji, o nieco nizszej toksycznosci, stanowig objawowe
wolno dziatajace leki (SYSADOA, ang. Symptomatic Slow-Acting Drugs for Osteoarthritis)
[53]. Terminem tym okre§lane sa zarowno leki, jak 1 suplementy diety, ktorych
dlugoterminowe spozywanie tagodzi objawy zwyrodnien stawdéw. Wsrod nich znajduja si¢
zarOwno substancje naturalne, jak i syntetyczne, ktore mozna podawac¢ doustnie, dostawowo
lub miejscowo. Poczatkowo skutecznos¢ tych srodkoéw spotykata si¢ ze sceptycyzmem,
jednak dostgpne wyniki wielu badan klinicznych zdecydowanie sugeruja terapeutyczny
efekt ich stosowania [54]. KorzySci jakie niesie terapia przy uzyciu SYSADOA to pomoc
przy odbudowie macierzy chrzgstnej w stawach, zmniejszenie dolegliwo$ci bolowych, przez
co jednoczes$nie dochodzi do zmniejszenia zapotrzebowania na NLPZ, zahamowany zostaje
postep choroby a nawet dochodzi do poprawy plynnosci funkcjonowania stawow. Posrod
srodkéw SYSADOA najczesciej wymienia si¢ takie substancje, jak: siarczan chondroityny,
siarczan glukozaminy i diacereing, ale badania wskazuja takze na korzystne dzialanie kwasu
hialuronowego, kolagenu, L-karnozyny, witaminy C i E, metylosulfonylometanu (MSM;
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utleniona forma dimetylosulfotlenku (DMSO)) a takze wielu roslinnych ekstraktow
(np. ekstrakty z kadzidlowca, diabelskiego pazura, dzikiej rézy, imbiru, piotunu, arniki,
nagietka itp.) 1 wielu innych. Z uwagi na to, ze jest to bardzo szeroka grupa substancji,
r6znego pochodzenia, ich mechanizmy dziatania moga obejmowac rozne kierunki i dziata¢
synergicznie, dlatego czesto zalecane jest przyjmowanie kilku substancji jednoczesnie, jak
réwniez taczy si¢ je z terapig przeciwbolowa NLPZ, dla uzyskania mozliwie najlepszego
efektu terapeutycznego [55].

2.2.4.2.1. Glukozamina

Jedng z potencjalnie bardzo pomocnych substancji w leczeniu choroby
zwyrodnieniowej stawOw jest glukozamina (Rys. 2), ktora jest naturalnie wystepujacym
aminomonosacharydem 1 prekursorem w biochemicznej syntezie glikozylowanych biatek
lub lipidow. Glukozamina jest substancjg endogenng, typowym skladnikiem tancuchow
polisacharydowych macierzy chrzastki 1 glukozaminoglikanow plynu stawowego [56].
Badania in vitro 1 in vivo wykazaly, ze glukozamina stymuluje synteze fizjologicznych
glikozaminoglikanow 1 proteoglikanow przez chondrocyty oraz kwasu hialuronowego przez
synowiocyty. Mechanizm dziatania glukozaminy u cztowieka wcigz nie jest do konca
poznany, co uniemozliwia oszacowanie czasu potrzebnego na reakcje organizmu po podaniu
preparatu. Glukozamina jest stosunkowo malg czasteczka (masa czasteczkowa 179,17
g/mol, chlorowodorek glukozaminy 215,63 g/mol, a siarczan glukozaminy — 456,42 g/mol),
jest tatwo rozpuszczalna w wodzie 1 hydrofilowych rozpuszczalnikach organicznych.

Rys. 2. Wzér strukturalny glukozaminy [opracowanie wlasne ChemSketch]
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Dostepne sg jedynie ograniczone informacje na temat farmakokinetyki glukozaminy,
natomiast wskazano na wyzsza biodostgpnos¢ glukozaminy podawanej w formie siarczanu
niz chlorowodorku. Najpowszechniej sprzedawang forma glukozaminy, ktora wykazuje
znaczace dziatanie terapeutyczne jest siarczan glukozaminy [57], [58], [59], ktory stymuluje
synteze proteoglikandw przez chondrocyty [60] i wykazuje dziatanie przeciwzapalne, co
wielokrotnie udowodniono na réznych modelach zwierzecych in vivo [61], [62]. Badania
kliniczne wykazaly jej dzialanie w odniesieniu do placebo w krotkotrwatym leczeniu bolu
zwigzanego z OA 1 ograniczeniem ruchu [57], [63], [64], a takze wykazano, Ze dlugotrwate
(3-letnie) doustne leczenie siarczanem glukozaminy moze opo6zni¢ postep choroby
zwyrodnieniowej stawu kolanowego [58]. Nie wszyscy badacze byli entuzjastycznie
nastawieni do stosowania glukozaminy w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawow
z uwagi na podejrzenia niskiego poziomu biodostepnosci [65]. Podczas badan klinicznych
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prowadzonych przez Persiani odnotowano podwyzszenie st¢zenia glukozaminy w osoczu
i plynie stawowym po podaniu doustnym zaré6wno u 0sdb zdrowych, jak i chorych na OA,
jednak uzyskane stgzenia u oséb chorych byly nadal ponizej poziomu wymaganego do
regeneracyjnego dzialania na chrzastke [66], [67]. Nizsza biodostepnos¢ po doustnym
podaniu glukozaminy wigze si¢ z metabolizmem leku w organizmie, w tym przypadku
efektem pierwszego przejscia przez watrobe [65], ktory odpowiada za degradacje substancji.
Catkowita biodostepnos¢ nie jest znana. Pomimo stosunkowo wysokiej wchianialno$ci
z przewodu pokarmowego ok. 90 %, bezwzgledna biodostgpnos¢ po podaniu pojedyncze;j,
doustnej dawki znakowanej radioaktywnie wynosi okoto 25 % [68], [69]. Duzo wyzsze
biodostepnosci uzyskiwano przy podaniu dozylnym, domig$niowym czy nawet miejscowym
[68], [69]. Glukozamina z uwagi na swoje wlasciwosci fizykochemiczne 1 niskg mase
czasteczkowa, kazdej z opisanych wczesniej form (glukozamina, siarczan glukozaminy
1 chlorowodorek glukozaminy), mieszczacg si¢ w przedziale ponizej 500 g/mol, wykazuje
zdolno§¢ do przenikania bariery skornej, dzigki czemu poza podaniem doustnym czy
dozylnym, moze by¢ podawana takze miejscowo. Duze nadzieje przynioslty badania, ktére
wykazaty, ze miejscowo mozna uzyska¢ znacznie wyzsze stezenia glukozaminy niz przy
podaniu doustnym [70] 1 moze przenika¢ az do ptynu stawowego [71]. Powszechnie
wiadomo, ze podawanie przezskorne (miejscowe) dzigki pominigciu uktadu pokarmowego
ma wiele zalet w poréwnaniu z podaniem doustnym. Poza mozliwo$cig uzyskania
korzystniejszej biodostepnosci w przypadku niektorych substancji, zwtaszcza w przypadku
celowanego podawania leku — miejscowe uzycie pozwala unikna¢ wigkszosci
niepozadanych skutkéw ubocznych, takich jak: nudnosci, biegunka, wrzody i zapalenie
zotadka, a takze jest znacznie bezpieczniejsze w dtugotrwatym leczeniu [72]. W badaniach
farmakologicznych nie odnotowano wplywu siarczanu glukozaminy na uktad sercowo-
naczyniowy, oddechowy, os$rodkowy 1 autonomiczny uktad nerwowy. W badaniach
klinicznych produkt byt dobrze tolerowany, a dzialania niepozadane miaty przewaznie
charakter przemijajacy 1 lagodnie cigzki, gdzie efekty uboczne obejmowaly gldéwnie
zaburzenia zotagdkowo-jelitowe, takie jak: niestrawno$¢, wzdecia, bole brzucha, zaparcia,
biegunka 1 nudno$ci. Podczas dlugotrwalego stosowania zglaszano przypadki
hipercholesterolemii, ale nie wykazano zwigzku przyczynowego. Badania na zwierzetach
in vitro 1in vivo pokazuja, ze glukozamina moze zmniejsza¢ wydzielanie insuliny 1 zwigksza
insulinooporno$¢, prawdopodobnie poprzez hamowanie aktywnosci glukokinazy
w komorkach beta [73]. Chociaz badania in vifro na gryzoniach wzbudzily obawy, ze
glukozamina moze niekorzystnie wptywaé na metabolizm glukozy, doktadne badania na
ludziach nie wskazuja na niekorzystny wptyw na homeostazg¢ glukozy [74]. W badaniach
klinicznych wykazano bezpieczenstwo stosowania oraz nie zgloszono zadnego
niepozadanego wplywu glukozaminy na sktad chemiczny krwi, parametry hematologiczne,
analiz¢ moczu, krew utajong w kale ani parametry sercowo-naczyniowe, a co ciekawe,
objawy lub dzialania niepozadane zglaszano znacznie rzadziej — o 24 % mniej w przypadku
glukozaminy niz w przypadku placebo [75].
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2.2.4.2.2. Chondroityna

Chondroityna (Rys. 3) jest nierozgat¢zionym polisacharydem o zmiennej dtugosci,
nalezacym do grupy glikozaminoglikanow, ktory sklada si¢ z dwoch, roznie
siarczanowanych, wystepujacych naprzemiennie disacharydow: kwasu D-glukuronowego
i reszty N-acetylo-D-galaktozaminy, potaczonych wigzaniem [B-1,3-glikozydowym [76].

Rys. 3. Wzor strukturalny chondroityny [opracowanie wlasne ChemSketch]|
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Jest jednym z glownych sktadnikow chrzastki, poniewaz wchodzi w skifad
najwazniejszych biatek tworzacych tkanke chrzastng w stawie, od ktorych zaleza
wlasciwosci mechaniczne 1 elastyczne chrzastki [77]. Efekt terapeutyczny siarczanu
chondroityny u pacjentow z chorobg zwyrodnieniowg stawOw obejmuje caly szereg
korzystnych aktywnosci. Wykazano wlasciwosci przeciwzapalne na poziomie
komorkowym, zdolno$¢ stymulacji endogennej syntezy proteoglikanow, kwasu
hialuronowego 1 kolagenu typu II [78], wptyw na zmniejszenie aktywnos$ci katabolicznej
chondrocytéw poprzez hamowanie niektorych enzymow proteolitycznych (np. kolagenazy,
elastazy, proteoglikanazy, fosfatazy A2, N-acetyloglikozaminidazy) [79], a takze
zmniejszenie nacieku komorek prozapalnych i stresu oksydacyjnego oraz hamowanie
tworzenia innych substancji np. czynnik martwicy nowotworu uszkadzajacych chrzastke
[80], [81]. Siarczan chondroityny jest pozyskiwany najcze$ciej] w postaci odzwierzgcej
z chrzastki wotowej, wieprzowej, drobiowej a takze ryb chrzgstnoszkieletowych. Jako$é
gotowego produktu w duzej mierze zalezy od materialu wyjSciowego, procesu obrobki
1 obecnosci zanieczyszczen, dlatego dostgpne na rynku produkty beda roznity si¢ masg
molekularng oraz biodostgpnoscig. Badania Ronca 1 wspdipracownikow wykazaly niska
biodostepnos¢ chondroityny na poziomie 15 % - 24 %, jednak zaobserwowano przy tym
dotarcie znakowanego siarczanu chondroityny do ptynu stawowego 1 tkanek chrzgstnych, co
jednoznacznie sugeruje korzystny wplyw spozywania siarczanu chondroityny na
regeneracj¢ stawow [82]. Podobnie, jak w przypadku glukozaminy wskazuje to na
metabolizm substancji z efektem pierwszego przejScia w watrobie. Badania kliniczne
u pacjentow z choroba zwyrodnieniowg stawdéw wykazaly, ze leczenie siarczanem
chondroityny tagodzi objawy choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego lub biodrowego,
takie, jak: bol 1 ograniczenia ruchu, a jego dziatanie jest zblizone lub przewyzszajace
dziatanie celekoksybu [83], [84]. Niektore z prowadzonych badan nad skuteczno$cia
siarczanu chondroityny w leczeniu OA sugeruja brak jego skuteczno$ci. Diametralne
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réznice w wynikach badan klinicznych moga by¢ zwigzane z r6zng jakoscia stosowanej
substancji, a deklarowane przez producentow zawartosci substancji aktywnej znajdujace si¢
na opakowaniach czegsto odbiegaja od rzeczywistej zawartosci w produkcie. W jednym
z badan wykryto szereg nieprawidtowosci, gdzie na 25 przebadanych preparatéw siarczanu
chondroityny dostepnych komercyjnie az w 19 z nich, zawarto$¢ siarczanu chondroityny
bylta nizsza od zadeklarowanej [85]. Inne badanie wskazato na zawarto$¢ w produkcie od
10 % do 110 % zawartos$ci podanej na etykiecie [86]. Zwracajac uwage na powyzsze analizy,
mozna wnioskowac, ze tak diametralne réznice w wynikach badan klinicznych i wykazany
brak ro6znic pomigdzy siarczanem chondroityny a placebo moga mie¢ bezposredni zwigzek
z jakoscig 1 biodostepnoscig podawanego produktu. Jednakze przeglad dostepne;j literatury
u pacjentow przyjmujacych dlugoterminowo preparat siarczanu chondroityny i doniesien
o dzialaniach niepozadanych, takich, jak: zaburzenia uktadu pokarmowego, reakcje skorne,
obrzek 1 zatrzymanie plynéw wskazuja na pewne ograniczenia w stosowaniu doustnego
siarczanu chondroityny. Niestety duza wielko$¢ czgsteczki siarczanu chondroityny, ktéra
w zaleznosci od zrodla pochodzenia moze si¢ znaczaco r6zni¢ dlugos$cig tancuchow 1iloscia
reszt siarczanowych (przekrdj wartosci 14 000 g/mol - 70 000 g/mol) [76], uniemozliwia
miejscowe zastosowanie z powodu niemozliwosci pokonania bariery skornej przez tak duze
czasteczki.

2.2.4.2.3. Ekstrakt z ziela Epimedium Koreanum i zawarta w nim ikaryna

Posrod ogromnej ilosci ekstraktoéw roslinnych stosowanych podczas leczenia
wszelkich dysfunkcji kosci 1 stawOw na szczegdlng uwage zasluguje ikaryna zawarta
w ekstrakcie z rosliny Epimedium Koreanum. Do rodzaju Epimedium L. zalicza si¢ szereg
bylin z rodziny berberysowatych wystepujacych powszechnie na terenie Azji, stanowi jedno
z najczesciej stosowanych ziol uzywanych w tradycyjnej medycynie chinskiej do odnowy
ztaman kos$ci oraz wzmacniania 1 regeneracji tkanek kostnych w osteoporozie [87].
Zdecydowang wickszo$¢ sktadu ziela Epimedium Koreanum stanowig flawonoidy, w tym
flawonoidy glikozydowe, ale mozna w nim takze znalez¢ fenylopropanoidy, alkaloidy,
polisacharydy, ligniny i seskwiterpeny [88], przy czym za najistotniejsze sktadniki aktywne
uwazane s3 epimedyny A, B, C, ikaryzyd II i ikaryna (Rys. 4), ktore stanowig ponad 50 %
catkowitej zawarto$ci flawonoidow [89].
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Rys. 4. Wzor strukturalny ikaryny [opracowanie wlasne ChemSketch]

OH -~ r” “‘HH*'
Q. Q. ,L 0. P

Badania farmakologiczne wykazaty, ze ziele Epimedium Koreanum ma szereg
prozdrowotnych wiasciwosci, w tym przeciwzapalnych, przeciwutleniajacych i hamujacych
rozw6] nowotwordéw [90], abadania kliniczne sugeruja korzystny wplyw w leczeniu
depresji, chorob uktadu krazenia, cukrzycy, impotencji, osteoporozy, reumatoidalnego
zapalenia stawow 1 choroby zwyrodnieniowej stawow [90], [91], [92], [93], [94], [95].
W leczeniu chorob uktadu migsniowo-szkieletowego wskazuje sie, ze to wtasnie ikaryna ma
najwickszy wptyw na regeneracje¢ kosci sposrod innych sktadnikow 1 moze bra¢ udziat
w regulacji wielu szlakow sygnatowych i proceséw biochemicznych [92]. Ikaryna nalezy do
flawonoidow glikozylowych o dziataniu fitoestrogenowym 1 jest 8-prenylowa pochodna
3,7- O - diglukozydu kemferolu o masie 676,7 g/mol. Badania in vitro wykazaly, ze ikaryna
ma potencjat w inzynierii tkanek kostnych poprzez inicjowanie bezposredniego i stabilnego
réznicowania chondrocytow w kierunku macierzy pozakomoérkowej oraz ogranicza ich
apoptoze, co sugeruje, ze moze by¢ skutecznym stymulatorem czynnikow wzrostu dla
chrzastki [96], [97]. Silny efekt chondrogenny moze by¢ spowodowany zwigkszeniem
poziomu ekspresji gendow glikozaminoglikanéw, agrekanu, kolagenu II 1 SOX9 oraz
zmniejszeniem poziomu ekspresji genu kolagenu typu I [98]. Wskazuje si¢, ze ochrona przed
degradacja chrzastki i ko$ci jest powigzana ze zdolnoscig ikaryny do hamowania aktywno$ci
proteazy katepsyny K [99]. Stwierdza si¢ takze, ze ikaryna moze mie¢ wptyw na regulacje
ekspresji aktywatora receptora czynnika B RANKL i ekspresji osteoprotegryny OPG [100],
[101], a takze moze wplywac na regulacj¢ produkcji cytokin prozapalnych IL-1, IL-6, IL-8
1 MCP-1 indukowanych przez TNF-o 1 IFN-y [102]. Pomimo wielu obiecujacych badan
in vitro 1 zakwalifikowaniu substancji jako bezpiecznej 1 nietoksycznej [103], dane z badan
klinicznych ikaryny u ludzi sg bardzo ograniczone. Nalezy pami¢taé, Ze ikaryna ma dzialanie
fitoestrogenowe, zatem szczegoélnie przy podaniu doustnym istnieje potencjalne ryzyko
efektow ubocznych spowodowanych zaktoceniem dziatania ukladu hormonalnego
i powigzanych z nim szlakéw, ale fakt ten podkres$la rowniez wyzszo$¢ stosowania
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miejscowego. Niestety nie ma zbyt wielu badan klinicznych sugerujacych, ze ikaryna moze
by¢ pomocna w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawdw, zwlaszcza poprzez podawanie
miejscowe, dlatego obszar ten wymaga dalszych badan.

2.2.43. Terapia zimnem i cieplem - geneza bdlu

Odbieranie informacji ze $srodowiska, zarowno zewngtrznego, jak i wewngtrznego
organizmu, mozliwe jest dzigki obecnym w ludzkim ciele wyspecjalizowanym komoérkom
— receptorom, zdolnym do przeksztalcania bodzcow w impulsy nerwowe przekazywane
przez osrodkowy uktad nerwowy do docelowych osrodkow, co umozliwia organizmowi
reagowanie 1 przystosowanie si¢. Bol jest kluczowym objawem choroby zwyrodnieniowe;j
stawow, o najwigkszej ucigzliwosci dla chorujacych, dlatego jego minimalizowanie pozwala
na zachowanie lepszej mobilnosci 1 sprawnosci fizycznej. Uszkodzenia tkanek do jakich
dochodzi podczas postepu choroby zwyrodnieniowej prowadza do uwolnienia obwodowych
mediatorow inicjujacych reakcje zapalng oraz aktywujacych receptory bolowe —
nocyceptory [104]. Nocyceptory to wyspecjalizowane, wolne zakonczenia nerwowe,
transmitujace sygnaty nerwowe do mozgu, gdzie dochodzi do rozpoznania uszkodzen jako
odczucie bolu. W odpowiedzi na bol, neuroprzekazniki generujag wydzielanie cytokin
prozapalnych 1 odruchy rdzeniowe, prowadzace do wzrostu aktywno$ci motorycznej
1 napiecia miesni w postaci skurczu w miejscu urazu [105]. Dhugotrwale skurcze moga
skutkowa¢ poglebieniem pierwotnych uszkodzen w skutek zmniejszonego przeptywu krwi
1 niedotlenienia tkanek. Nocyceptory moga by¢ pobudzane w skutek dziatania
mechanicznych uszkodzen oraz czynnikow termicznych, chemicznych i elektrycznych,
ktore nie muszg powodowac rzeczywistych uszkodzen, a jedynie moga drazni¢ zakonczenia
nerwowe receptorow [106]. Ta wlasciwos$¢ wykorzystywana jest do fagodzenia bolu poprzez
blokowanie nocycepcji w skutek zmienionej interpretacji sygnatldéw wywotywanych kilkoma
jednoczesnymi bodzcami np. boélowym zwigzanym =z rzeczywistym uszkodzeniem
mechanicznym oraz maskujagcym bodzcem temperaturowym prowadzacym do
desensytyzacji nocyceptorow. Odwrazliwienie receptorOw zwigzane jest ze zmiang
przepuszczalnosci jonowej komorek prowadzac do zablokowania przekaznictwa
synaptycznego, a w efekcie ograniczenia odczuwania bolu. W ludzkim ciele obecnych jest
wiele receptorow z grupy receptorow potencjatu przejsciowego (TRP, ang. Transient
Receptor Potential) bioracych udziat w przenoszeniu i modulowaniu bolu oraz odczuwaniu
temperatur, ktorych kilka przyktadow, przytoczono ponize;j:

e TRPV1 - receptor waniloidowy przejsciowego potencjalu 1, ktory jest
nieselektywnym kanatem jonowym, jednak faworyzujacym jony Ca**, wrazliwym
na szeroki zakres bodzcow, jak przylaczone ligandy (allicyna, kapsaicyna, piperyna,
kamfora 1 wiele innych), temperatur¢ powyzej 43 °C czy pH [107], [108]. Jego
aktywacja prowadzi do otwarcia kanalu jonowego i naptywu jondw wapnia, czego
nastgpstwem jest uwolnienie do przestrzeni migdzysynaptycznej neuropeptydow
prozapalnych. W efekcie wytwarzany jest impuls bolowy lub informacja o cieple
powodujacym podraznienie, rozszerzenie naczyn krwiono$nych, a tym samym
miejscowe przekrwienie 1 zwigkszenie cyrkulacji krwi [109]. Mechanizm
desensytyzacji zwigzany jest ze zmiang konformacji TRPVI1, prowadzaca do
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zamknigcia kanatu jonowego, w skutek wczesniejszego naptywu jondw wapnia
iutworzenia kompleksu z kalmoduling i1 kalcyneuryng przyczyniajac si¢ do
uaktywnienia kalcyneuryny, zaangazowanej w defosforylacj¢ kanalu jonowego
[110], [111]. Czasowe zamkni¢cie kanalu jonowego blokuje jego funkcjonowanie
i uniemozliwia dalsze przesytanie sygnatéw bolowych. Wskazuje si¢ takze na
skuteczno$¢ antagonistow TRPV1 w zmniejszaniu nocycepcji w modelach bdlu
zapalnego i neuropatycznego u szczurow [112], jak réwniez w przypadku ludzi
wykazano mozliwo$¢ stosowania zwigzkow reagujacych z TRPV1 w leczeniu bolu
neuropatycznego czy bolu zaleznego od stanu zapalnego, na przyktad w chorobie
zwyrodnieniowej [113],

e TRPV2,3 14 - receptory waniloidowe przejSciowego potencjatu 2, 3 i 4, podobnie
jak poprzedni, naleza do tej samej podrodziny. Sg nieselektywnymi kanatami
jonowymi aktywowanymi podwyzszong temperatura, w tym przypadku powyzej
52 °CdlaTRPV2,34 °C-38°Cdla TRPV3 oraz27 °C - 35 °C w przypadku TRPV4
[114]. Moga by¢ takze aktywowane specyficznymi ligandami, mechanicznym
stresem [115]. TRPV2 oraz TRPV4 nazywane jest takze osmoreceptorami
wrazliwymi na zmiany ci$nienia osmotycznego,

e TRPMS8 — receptor melastatyny przejSciowego potencjatu 8, znany réwniez jako
receptor zimna i mentolu 1, ktéry jest gldwnym receptorem rozpoznajgcym zimno
1 odgrywajacym rol¢ w utrzymywaniu temperatury. Podobnie, jak poprzednio
opisane receptory, z rodziny TRP, jest kationowym nieselektywnym kanatem
jonowym o najwickszej przepuszczalnosci dla jonow Ca**, jednak w odrdznieniu od
poprzednikow podlega aktywacji przy obnizeniu temperatury ponizej 26 °C, po
kontakcie ze zwigzkami specyficznymi dla TRPMS, takimi jak: substancje chtodzace
(mentol czy icylina), niektore zwigzki lipidowe, a takze po rozpoznaniu zmian
napiecia, cisnienia czy osmolarnosci [116],

e TRPAI - receptor przejsciowego potencjatu z podrodziny ankyrin 1, wystepujacy
wiekszosciowo w nocyceptywnych wtoknach nerwowych. Przypisuje mu si¢ funkcje
wzmocnienia sygnalizacji bolowej oraz nadwrazliwosci na b6l wywotany zimnem.
Do aktywacji dochodzi poprzez sygnaty endogenne zwigzane z uszkodzeniami
1 stanami zapalnymi, niskg temperaturg oraz wrazliwos$cia na specyficzne substancje
(np. z grupy izotiosyjanianéw, kannabinoidow). W praktyce wykorzystuje si¢
zdolno$¢ inhibicji TRPAT1 przez wiele zwigzkéw bedacych antagonistami TRPAI
(np. leki przeciwbolowe, w tym acetaminofen), prowadzac do zablokowania
sygnalizacji tego receptora, a tym samym zmniejszonego odczuwania bolu [117].
Istnieje wiele substancji, zarowno pochodzenia roslinnego, jak 1 syntetycznego, jak:

mentol, kamfora, eter butylowy kwasu waniliowego (VBE, ang. Vanillyl Butyl Ether) czy
kapsaicyna, ktore sa zdolne do wigzania z termoreceptorami, jednak moga wykazywac rdézne
mechanizmy dziatania (antagonizm/agonizm). Z kolei wolne zakonczenia nerwowe
termoreceptorow cechuja si¢ swoistg specyficznoscig wrazliwosci na okreslone substancje
chemiczne, co decyduje o ich wybidrczym dzialaniu [118]. W tabeli 1 przedstawiono
wilasciwosci ~ wybranych  substancji, wykazujacych  zdolno$¢ do  wigzania
z termoreceptorami.
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Tab. 1. Wlasciwos$ci wybranych substancji, wykazujacych zdolnosci do wiazania

Z termoreceptorami

Nazwa

Masa

czasteczkowa
[g/mol]

Wzor strukturalny Dzialanie

Kamfora

152,23

HaC

HsC

Nalezy do grupy terpendw, jest substancjg
o charakterystycznym, orzezwiajagco-drzewnym  zapachu,
sublimujgca w temperaturze pokojowej, doskonale przenikajaca
przez skore. W zaleznos$ci od bazy produktu moze wywotywaé
uczucie zimna lub rozgrzewanie. Pozyskiwana moze by¢
naturalnie z drzewa cynamonowca kamforowego, poprzez
biosyntez¢ z pirofosforanu geraniolu albo syntetycznie
z 0, - pinenu. Mechanizm jej dzialania moze obejmowaé
aktywacje receptorow TRPV1, TRPV3 i TRPMS8 oraz
antagonizm receptora TRPA1 [119].

Mentol

156,27

OH

HaC CHj

Nalezy do grupy alkoholi terpenowych, izolowany
z olejkéw pochodzacych z réznych gatunkéw migty, choé
wystepuje takze w skladzie olejkoéw innych roslin. Obecnie
pozyskuje si¢ go znaturalnych olejkow eterycznych lub
otrzymuje si¢ go w wyniku chemicznej syntezy. Od wiekow
stosowany jest jako miejscowy lek przeciwbolowy z uwagi na
wlasciwosci znieczulajace i zmniejszajace podraznienie blon
sluzowych. Jest charakterystycznym agonistg receptora TRPMS8
[120]. W stezeniach ponizej 1 % ostabia nocycepcj¢ skory oraz
moze znieczula¢ receptory, w wysokich stezeniach mentol
dziata draznigco [121], [122].
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Kapsaicyna

305,41

HO

Kapsaicyna jest organicznym zwigzkiem chemicznym
przypisywanym do grupy alkaloidow, o ostrym, piekacym
smaku, pozyskiwang z roslin z grupy Capsicum. Mechanizm jej
dziatania zwigzany jest z oddzialywaniem na receptor
waniloidowym TRPV1, prowadzacym do wywotania uczucia
ciepla, pieczenia, klucia lub swedzenia [123]. Dzialanie
kapsaicyny jest odwracalne, jednak ditugotrwata, wielokrotna
ekspozycja na kapsaicyng przyczynia si¢ do skutecznosci
przeciwbdlowej, na zasadzie czasowej defunkcjonalizacji
receptora [124]. Silne wlasciwosci draznigce oraz potencjat
kancerogenny spowodowaly poszukiwanie zamiennikow
substancji o tagodniejszym dziataniu.

Eter
butylowy
kwasu
waniliowego

210,27

/O

HaC

Wykazuje  dziatanie draznigce zakonczenia nerwowe,
rozgrzewajace, jest substancja o charakterystycznym waniliowo
ostrym smaku, popularnie wykorzystywana w formulacjach
kosmetycznych oraz w przemysle spozywczym. Z uwagi na
podobienstwo ugrupowania waniloidowego i szkieletu zwiazku
do kapsaicyny, obie substancje wykazuja podobny mechanizm
dzialania, obejmujacy wiazanie zreceptorem TRPVI, jednak
wskazuje si¢ na mniej draznigce dzialanie eteru butylowego
kwasu waniliowego [125].
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Mileczan
mentylu

104,11

H5C OH

H3C

“CH,

Pochodna mentolu, wykorzystywana jako jego lagodniejszy
zamiennik. Z uwagi na podobienstwo ugrupowan do mentolu,
wykazuje ten sam mechanizm dziatania jako agonista TRPMS8
[126]. Wskazuje si¢ na jego delikatniejsze dziatanie dla skory
i blon Sluzowych oraz wlasciwoséci od$wiezajace, chtodzace
i znieczulajagce. Z uwagi na wysoka cen¢ jest jednak czesto
zastepowany tanszymi sktadnikami o zblizonym dziataniu.

Nikotynian
benzylu

213,24

Nikotynian benzylu to substancja czynna, wywotujaca
zaczerwienienie, rozgrzewanie, stymulujaca krazenie krwi,
stosowana do miejscowego leczenia bolu migsni, stawow
i wigezadet [127]. Wskazuje si¢ takze na dzialanie na zasadzie
proleku, ktéry po przeniknigciu przez skore, w wyniku hydrolizy
enzymatycznej, uwalnia niacyn¢ (witaming B3) [128]. Podobnie,
jak mleczan mentylu, z uwagi na stosunkowo wysoka cene nie jest
tak popularny, jak pozostate substancje rozgrzewajace stosowane
w produktach kosmetycznych.

Substancje zawarte w ekstraktach roslinnych, olejkach eterycznych i inne zwiazki

pochodzenia

syntetycznego moga pobudza¢ takze receptory czucia glebokiego

tzw. propriceptory wystepujace w migsniach szkieletowych, S$ciggnach 1 stawach.
Aktywnos¢ proprioceptoréw opiera si¢ na wykrywaniu ruchu i zmian ci$nienia w tkankach,
przy czym ich aktywacja reguluje napigcie migsniowe, dziata rozluzniajaco i wzmacnia
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przeptyw krwi, co jest podobnie, jak w przypadku termoreceptoréw, wykorzystywane do
tagodzenia dolegliwosci bolowych i wptywania na stopien rozluznienia mig$ni [129].

2.3. Rynek kosmetyczny w  odniesieniu do problemow
kostno - stawowych

Jako kosmetyki kwalifikowane sa wszystkie produkty do uzytku zewnetrznego
o zastosowaniu pielegnacyjnym, obejmujacym oczyszczanie, poprawe wygladu,
perfumowanie, ochron¢ i popraw¢ kondycji skory [130]. Dermokosmetykami, z kolei,
potocznie nazywa si¢ produkty kosmetyczne dedykowane konkretnym schorzeniom,
ktorych miejscowa aplikacja powinna wplywaé na poprawe stanu wyjsciowego czy
przyniesienie ulgi. Nalezy pamigta¢ jednak, ze dermokosmetyki nie sg lekami 1 w $wietle
prawa nie mogg zawierac¢ substancji leczniczych, cho¢ wykorzystuje si¢ w nich biologicznie
aktywne substancje, ktore moga wykazywaé dziatanie zblizone do lekéw. Rosnace
zainteresowanie efektywnymi dermokosmetykami ujawnia nisze rynkowe 1 generuje
potrzebe tworzenia nowych produktéw oraz wskazuje kierunki rynkowych trendow. Falowo
dochodzi do wprowadzania na rynek gotowych wyrobow z konkretng substancja aktywna,
cieszacg si¢ w danym momencie duzym zainteresowaniem, do czasu wysycenia rynku
1 pojawienia nastgpnej, nowej, marketingowo korzystnej substancji, ktéra wypiera
poprzednikow. Takie dzialanie rynku zmusza producentow do statego poszukiwania
nowych, innowacyjnych surowcéw 1 modyfikowania obecnych w kierunku ulepszania ich
wlasciwosci, aplikacji czy latwosci przetwarzania, co warunkuje ich pdzniejszy popyt
1 poziom sprzedazy. W ostatnich latach branza kosmetyczna ktadzie duzy nacisk na stopien
naturalnosci produktu i osigganie jak najwyzszych warto$ci pochodzenia naturalnego,
surowcow wykorzystywanych do produkcji, dlatego to wilasnie w tej grupie surowcow
poszukuje si¢ nowych mozliwosci zastosowan oraz odpowiednikéw syntetycznych
zwigzkow. W przypadku zwyrodnien i1 urazéw branza kosmetyczna oferuje szereg masci,
zeli 1 kremow zaréwno rozgrzewajacych, jak i chtodzacych, przy czym w najwigkszej ilosci
apteki 1 drogerie oferujg masci konskie, tygrysie i niedzwiedzie, bedgce mieszaninami
roznych ekstraktow roslinnych i olejkdw eterycznych. Ich dziatanie opisywane jest jako
tagodzenie uczucia bolu 1 dyskomfortu, przynoszenie ulgi w stanach napigcia migsniowego,
wspomaganie regeneracji, miejscowg poprawe krazenia oraz zmniejszenie opuchnigé
wplywajac tym samym na wigkszg ruchomos$¢ stawow. Takie wlasciwosci produktow
przeznaczonych do stosowania miejscowego, mieszczacych si¢ w kategorii kosmetykow, do
tej pory uzyskiwane byly przy pomocy substancji wptywajacych na odczuwanie bolu
poprzez manipulacje odczu¢ termicznych [131], takich jak: mentol, kamfora, eter butylowy
kwasu waniliowego, mleczan mentylu czy olejkéw eterycznych np. cynamonowego,
jatowcowego, imbirowego, migtowego, eukaliptusowego oraz poprzez dziatanie roslinnych
ekstraktow 1 syntetycznych zwiazkow wykazujacych pozytywny wptyw na funkcjonowanie
stawow. W przypadku roslinnych ekstraktéw w produktach kosmetycznych dedykowanych
zwyrodnieniom wskazuje si¢ na korzystne dziatanie miejscowo stosowanych zeli
1 preparatow zawierajacych ekstrakty roslinne np. ekstrakt z Zzywokostu, czarciego pazura,
wigzowki blotnej, arniki, imbiru i wielu innych [132], [133], [134], [135]. Ich aktywno$¢
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moze obejmowac szereg szlakow 1 jest zalezna od skladu jakosciowego i iloSciowego
ekstraktow [132].

2.4. Budowa i podstawowe funkcje skory

Skora jest narzadem pokrywajacym cate ciato cztowieka, ktory z uwagi na znaczne
wyspecjalizowanie w kierunku petlnionych funkceji posiada wysoce ztozong budowe. Przede
wszystkim petni ona role ochronng, gdzie stanowi fizycznga i mechaniczng barierg izolujaca
narzagdy wewnetrzne od srodowiska zewnetrznego w tym szkodliwych i1 chorobotwoérczych
czynnikéw 1 drobnoustrojow, pozwalajac na zachowanie homeostazy organizmu [136]. Jej
wielowarstwowa struktura oraz obecnos¢ dodatkowych elementow, takich jak: gruczoty
tojowe 1 potowe, receptory, nerwy, naczynia krwionosne 1 limfatyczne, umozliwia jej udziat
w gospodarce wodno-elektrolitowej, tluszczowej 1 witaminowej, wymianie gazowej,
termoregulacji, percepcji bodzcow ze Srodowiska zewnetrznego, melanogenezie oraz co
najistotniejsze dla tej pracy umozliwia transport i wchtanianie niektérych substancji przez
skore. Skora cztowieka ma budowe niejednorodng 1 w zalezno$ci od miejsca wystgpowania
1 petnionej funkcji moze r6zni¢ si¢ budowa i gruboscia [137].

2.4.1. Budowa skory

Podstawowy podziat warstw skory (Rys. 5) obejmuje naskérek pokryty
hydrolipidowym filmem, warstwe skory wiasciwej oraz tkanke podskorng. Kazda z tych
warstw charakteryzuje si¢ specyficzng budowag umozliwiajaca pelnienie okreslonych
funkc;ji.

Rys. 5. Schemat budowy skory [139]
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2.4.1.1. Naskorek

Naskorek stanowi najbardziej zewnetrzng warstwe skoéry. Zbudowany jest
z rogowaciejacego nablonka skladajacego si¢ gtownie z przylegle utozonych, ptaskich,
bezjadrzastych komorek - keratynocytow w gornych warstwach, natomiast w glebszych -
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szesciennych lub walcowatych [138]. Poza keratynocytami, w naskorku znajduja si¢ takze
komoérki Merkla (receptory dotyku) pozwalajace na odbior bodzcow czuciowych,
melanocyty, czyli komorki pigmentowe oraz komorki dendrytyczne. Naskorek réwniez
charakteryzuje si¢ budowa warstwowa. Wyrdzni¢ w nim mozna pi¢¢ warstw, zaczynajac od
najbardziej zewngtrznej - rogowej, nastepnie jasnej, ziarnistej, kolczystej i podstawnej
poprzenikanych przez mieszki wlosowe czy pory gruczoldw. Warstwa rogowa naskorka
podlega stalemu rogowaceniu dzigki czemu nieprzerwanie ulega odnawianiu [138].
Wtasciwosci  ochronne oraz umozliwienie transportu zapewnia takze cement
miedzykomodrkowy, ktory stanowi lipidowe spoiwo wypetniajagce 1 uszczelniajgce
przestrzenie miedzy komorkami, stanowigc jednoczesnie bariere¢ dla wody. Sktad cementu
miedzykomdrkowego w warstwie rogowej, w porownaniu do glebiej potozonych warstw,
charakteryzuje si¢ nizszg iloscig fosfolipidow, na korzy$¢ zwigkszenia ilosci ceramidow,
kwasow ttuszczowych oraz cholesterolu 1 jego estrow [139].

2.4.1.2. Warstwa hydrolipidowa

Warstwe naskorkowg dodatkowo pokrywa film hydrolipidowy, ktory stanowi bariere
ochronng 1 odpowiada za pierwszy kontakt ze §rodowiskiem zewnetrznym, chociaz
jednoczesnie nie stanowi absolutnej bariery dla przenikania wody czy substancji
egzogennych [140]. Okrywa hydrolipidowa sktada si¢ z wody, sebum, potu 1 lipidow
zawierajacych glownie skwalan, estry wosku bazujace gtownie na prostotancuchowych,
nasyconych lub jednonienasyconych kwasach ttuszczowych i1 alkoholach tluszczowych
o dlugosci od 24 do 42 wegli, triacyloglicerole (triglicerydy), cholesterol 1 wolne kwasy
tluszczowe, ktorych zawartos¢ 1 proporcje sg scisle skorelowane z pelniong funkcja, a kazde
ich zaburzenie moze prowadzi¢ do dysfunkcji [141], [142]. Sktad powloki hydrolipidowej
jest cechg osobniczg 1 moze si¢ r6zni¢ w zalezno$ci od rasy 1 pochodzenia etnicznego a takze
wielokrotnie zmienia si¢ w ciggu zycia wraz ze ztuszczaniem naskorka w zalezno$ci od trybu
zycia, diety 1 wielu innych czynnikéw.

2.4.1.3. Skora wlasciwa

Skora wlasciwa stanowi srodkowa warstwe skory czlowieka, zbudowang z tkanki
tacznej zawierajacej znaczne ilosci wtokien kolagenowych, gtownie typu L, III, IV 1 V oraz
elastynowych 1 retikulinowych, dzigki czemu zyskuje charakterystyczne cechy odpornosci
mechanicznej, takie jak: sprezysto$¢, elastyczno$¢ 1 wytrzymato§¢ [143]. Od naskorka
oddziela ja warstwa blony podstawnej skladajacej si¢ z macierzy pozakomodrkowe;.
Zewngtrzna, pofaldowana warstwa skory wlasciwej nazywana jest warstwa brodawkowata,
natomiast glebiej polozona 1 bardziej zbita warstwa, si¢gajaca az do warstwy podskornej, to
warstwa siateczkowata. Istot¢ tkanki tacznej stanowig fibroblasty odpowiedzialne za
produkcje substancji miedzykomorkowej i widkien, ale obecne sg takze fibrocyty, histiocyty
komorki tuczne 1 limfocyty. Skora wtasciwa poprzeplatana jest siecig naczyn krwiono$nych,
limfatycznych zakonczen nerwowych a takze wystepuja w niej gruczoty (potowe, tojowe),
mieszki wlosowe oraz komorki migsniowe gladkie tworzace migsnie przywlosowe [144].
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2.4.14. Warstwa podskorna

Posrod warstw tworzacych skore, najglebiej potozona jest tkanka podskorna, ktora
zbudowana jest glownie z duzej ilosci tkanki tlhuszczowej tworzonej przez liczne
ugrupowania adipocytéw tzw. zrazikdéw thuszczowych. Tkanka thuszczowa stanowi magazyn
energetyczny organizmu 1 izolacje¢ termiczng, a w przypadku tkanki podskdrnej
poprzeplatana jest luzng tkanka taczng widknista, dzigki czemu pelni takze funkcje
strukturalng i ochronng [138]. Sktad tkanki podskornej jest osobniczo zmienny a takze moze
si¢ znaczgco rozni¢ na przestrzeni lat, w zaleznosci od plci, wieku, trybu zycia, diety,
srodowiska bytowania czy narazenia na czynniki zewnetrzne [145].

2.5. Drogi przenikania substancji aktywnych przez barier¢ skorna

Skéra ma charakter wybiorczej, polprzepuszczalnej bariery, aby mogla petni¢
funkcje odzywcza, ochronng oraz transportowa, zarowno dla substancji endogennych, jak
1 egzogennych [146]. Organizm ludzki wytworzyl naturalne mechanizmy transportu
substancji stuzace do regulacji parametrow i1 wilasciwosci skory. Ludzie od wiekow
wykorzystuja polprzepuszczalny charakter skory do aplikacji miejscowej lekow 1 produktow
dermatologicznych z uwagi na szereg korzysci jakie taka aplikacja ze sobg niesie. Dziatanie
naniesionej na skore substancji aktywnej mozna zaobserwowac nie tylko w skorze, ale takze
w tkankach potozonych giebiej, nawet w migs$niach 1 w stawach, a takze moze mie¢ dziatanie
ogolnoustrojowe, po przedostaniu si¢ do krwioobiegu, dlatego stanowi alternatywe dla
konwencjonalnych metod podawania lekow [147]. W pierwszej kolejnosci zwréci¢ nalezy
uwage na tatwosc¢ aplikacji produktu, a takze fakt uniknig¢cia metabolizmu lekéw w watrobie
(efektu pierwszego przej$cia), dzigki czemu czgsto mozna zaobserwowal wyzsza
biodostepnos¢ substancji aktywnych i docelowo podawac¢ ich mniejsze dawki [71], [148].
Pomijanie uktadu pokarmowego pozwala takze na uniknigcie szeregu -efektow
niepozadanych 1 interakcji z innymi lekami podawanymi doustnie czy substancjami
przyjmowanymi z pokarmem [149]. Niestety istnieje réwniez caly szereg ograniczen
mozliwo$ci zastosowania aplikacji miejscowej dotyczacych barierowosci skory, ktora
limituje przenikanie substancji aktywnych, zarowno pod katem wielkos$ci czasteczek jak
rowniez ich charakteru. Przenikanie substancji aktywnych przez barier¢ skorna moze
zachodzi¢ na zasadzie transportu transepidermalnego lub transfolikularnego [150].

2.5.1. Transport transfolikularny

Transport transfolikularny obejmuje transport substancji przez przydatki skory, takie
jak: gruczoty lojowe, potowe i mieszki wlosowe, na zasadzie przenikania substancji,
szczegllnie lipofilowych, dobrze rozpuszczalnych w wydzielinach gruczolow az do
warstwy siateczkowej skory [151]. Przypisuje si¢ mu jednak znikome znaczenie dla
catkowitego transportu substancji z uwagi na stosunkowo niska powierzchnie, jakg zajmuja
te struktury w skorze [152]. Jakkolwiek stanowi on istotng drogg¢ przenikania dla substancji,
ktére nie sa w stanie pokonaé bariery skornej na zasadzie dyfuzji np. jony, metale cigzkie
1 duze polarne czagsteczki [153], [154].
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2.5.2. Transport transepidermalny

Transport przez tkanki skorne mozliwy jest dzigki dyfuzji [156], gdzie czasteczki
substancji przemieszczaja si¢ zgodnie z gradientem stezen, do wyrdwnania ich, po obu
stronach blony. W zalezno$ci od tego czy transportowana substancja jest rozpuszczalna
w cemencie mi¢dzykomoérkowym czy nie [155] moga one przenika¢ skore droga
transcelularng, przechodzac przez komorki lub intercelularna, przenikajac przez cement
miedzykomoérkowy, miedzy komorkami. W obu przypadkach, w okreslonym stopniu,
czasteczki penetrujagce powloki skorne maja kontakt z cementem migdzykomorkowym,
wypetniajagcym wszystkie wolne przestrzenie, dlatego z uwagi na jego lipofilowy charakter,
powinowactwo do tluszczoéw jest uwazane za gtowny wskaznik zdolnosci substancji do
przenikania przezskornego [156].

2.6. Metody badania przenikania transepidermalnego

Wiele korzysci, jakie niesie za sobg miejscowa aplikacja produktu w stosunku do
podania doustnego, otwiera naukowcom droge do poszerzenia spektrum lekow,
aplikowanych naskoérnie, stanowigc alternatywe dla dostepnych na rynku produktow,
z wyeliminowaniem cze¢sci ich wad czy efektow ubocznych zwigzanych z przyjmowaniem
doustnym. Poznanie mozliwos$ci transportu czasteczek przez skore jest niezwykle istotne
w odniesieniu do zdolnos$ci przewidywania ich wlasciwosci permeacyjnych w okreslonych
warunkach stosowania i1 efektywnosci ich dzialania. Z uwagi na trudno$¢ zaprojektowania
badan przenikania substancji aktywnych i stopien ich skomplikowania, otrzymanie
miarodajnych wynikoéw, moze by¢ problematyczne, jednak uzyskane dane pozwalajg na
dobor metod poprawiajacych wlasciwosci przenikania i umozliwiajg rzetelng ocene ryzyka
stosowania produktu. Obecnie, do przewidywania zdolnosci permeacyjnych sktadnikow
aktywnych wykorzystuje si¢ szereg metod, zaczynajac od teoretycznych modeli
matematycznych konczac na badaniach in vitro i in vivo [157], [158], [159].

2.6.1. Metody teoretyczne

W celu oszacowania zdolno$ci permeacyjnych substancji opracowanych zostato
wiele matematycznych modeli, czesto empirycznych 1 bardzo doktadnych,
uwzgledniajacych wiele czynnikdw majacych wplyw na permeacj¢, jednak mimo to
niewiele z nich odzwierciedla rzeczywiste wyniki otrzymywane podczas stosowania metod
in vivo [160]. Czgs¢ z tych modeli pozwala okresli¢ jedynie zdolno$¢ czasteczek do
przenikania przez skor¢ bez wskazan ilosciowych, na podstawie obliczen wspdtczynnika
przenikania zwiazkow czy wzglednego wspolczynnika polarnosci, wspotczynnika
zatamania $wiatla, polarnos$ci 1 wspotczynnika podziatu log P [156], [161], [162]. Metody
te, czgsto tez beda wiarygodne jedynie w przypadku kilkusktadnikowych formulacji, co
w praktyce jest coraz mniej spotykane, a wigkszo§¢ produktow dostgpnych na rynku to
wielosktadnikowe mieszaniny, ktérych sktadniki moga ze sobg wzajemnie reagowac [163].
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2.6.2. Przenikanie in vivo

Obecnie na podstawie 7. Poprawki do Dyrektywy Kosmetycznej Unii Europejskiej
(Dyrektywa 76/768/EEC), w 2009 r. wystosowano catkowity zakaz prowadzenia badan na
zwierzetach substancji 1 preparatdow kosmetycznych dla oznaczenia ich potencjalnego
dzialania na zdrowie cztowieka [164]. Badania prowadzone na ludziach sa dopuszczalne,
jednak budza duzo kontrowersji i sg przedmiotem wielu etycznych rozwazan. Z racji tego sa
mniej powszechne niz badania prowadzone in vitro i raczej maja zastosowanie w przypadku
badania potencjalnych substancji leczniczych niz produktow kosmetycznych. Najczesciej
badanie prowadzone jest na grupie ochotnikow, ktérym aplikuje si¢ badany produkt, gdzie
zaleznie od metody badania ochotnicy moga podlega¢ monitorowaniu stanu naskorka za
pomoca badan aplikacyjno — aparaturowych lub badanie moze obejmowaé oznaczanie
substancji aktywnej np. z zerwanego naskorka, krwi, ptynu stawowego lub innego miejsca
docelowego do ktorego ma dotrze¢ dana substancja. W zaleznosci od stopnia ztozonosci
badania i stopnia ingerencji, atakze eksperymentalnego charakteru badan moze by¢
wymagana zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie tego typu badan. W krajach Unii
Europejskiej, jesli badania produktéw dermokosmetycznych sg prowadzone zgodnie
z aktualnie obowigzujacymi polskimi i europejskimi przepisami prawnymi tj.:

- Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1223/2009 z dn. 30 listopada
2009 r. dotyczacym produktow kosmetycznych, w tym z:

- Cosmetics Europe - The Personal Care Association ,,Guidelines for the Evaluation of the
Efficacy of Cosmetic Products 2008,

- WMA Declaration of Helsinki — Ethical Principles for Medical Research Involving Human
Subjects (wyd. 1964 - 2013),

- Ustawg z dn. 4 pazdziernika 2018 r. o Produktach Kosmetycznych, Dz.U. 2018 poz. 2227,
1 badania nie wykraczaja poza zakres produktow kosmetycznych, wyzej wymieniona zgoda
nie jest wymagana.

2.6.3. Przenikanie in vitro

Aby doktadniej przewidzie¢ zdolno$¢ substancji do przenikania transepidermalnego
oraz moc okresli¢ ja iloSciowo stosuje si¢ metody wykorzystujace réozne modele imitujgce
funkcjonowanie i wlasciwosci ludzkiej skory. Badania in vitro obejmuja bardzo szeroka
gam¢ badan eksperymentalnych, podczas ktorych stosowane sag modelowe skory, zaréwno
ludzkie, zwierzgce oraz hodowle tkankowe, jak 1 syntetyczne membrany i blony oraz ich
wszelkie modyfikacje. Aby uzyska¢ wyniki najbardziej zblizone do rzeczywistego stanu
trzeba podczas badania uwzgledni¢ szereg czynnikow wptywajacych na barierowos¢ skory
1 zdolno$ci permeacyjne czasteczek. Z uwagi na zlozono$¢ badania, powstalo wiele
przewodnikéw po badaniach przenikania in vitro takich jak: ,,7. Skin Absorption: in vitro
Method”, czy wydany przez FDA projekt przewodnika po badaniach in vitro, ktére
systematyzuja metody i wskazuja na najistotniejsze kwestie mogace mie¢ wpltyw na
rzetelno$¢ 1 wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow. Glownym celem badan in vitro jest
wyznaczenie mierzalnych parametréw przenikania substancji, natomiast efekt ten mozna
osiggna¢ z wykorzystaniem réznych aparatow, metod i membran. W celu sprawdzenia
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potencjalnych zdolnosci przenikania substancji na podstawie badania uwalniania substancji
aktywnych z masy produktu dla potplynnych postaci kosmetycznych, takich jak: emulsje,
zele czy masci powszechnie wykorzystuje si¢ specjalistyczne, zard6wno statyczne, jak
i dynamiczne komory dyfuzyjne. Mechanizm dzialania komoér dyfuzyjnych polega na
badaniu zdolnosci zwigzku do dyfundowania poprzez potprzepuszczalne membrany
(naturalne lub syntetyczne). Aparaty zwykle zawieraja dwie cze$ci: donorowg oraz
akceptorowa, ktore w zaleznosci od aparatu moga mie¢ r6zng konfiguracje i oddzielone sa
od siebie odpowiednio dobrang membrang. Badanie uwalniania substancji aktywnych
polega na naniesieniu dawki produktu w komorze donorowej, a nastgpnie okresleniu
stezenia substancji, ktorej udalo si¢ przenikngé przez membrane do znajdujacego sie
w komorze akceptorowej medium, w ustalonych odstepach czasu. Podczas prowadzenia
badania istotne jest uwzglednienie fizjologicznej temperatury, jaka wystepuje na
powierzchni skory 1 w jej wierzchnich warstwach in vivo, gdzie zaktada si¢, ze wynosi ona
srednio 32 °C [165]. W tym celu stosowane sa plaszcze wodne czy komory z cieptym
powietrzem. Na podstawie uzyskanych stezen substancji aktywnych mozna wyznaczy¢
krzywg zaleznosci uwalniania substancji aktywnej od czasu czyli tzw. profil uwalniania oraz
kinetyke procesu [166], [167].

2.6.3.1. Membrany wykorzystywane w badaniach przenikania in vitro

= Membrany pochodzenia naturalnego

Najdoskonalszy model do badan przenikania stanowi ludzka skora, jednak trudnos¢
w jej pozyskiwaniu stanowi powazne ograniczenie. Stosowanie ludzkiej skory jest
akceptowalne, cho¢ caly czas stanowi to przedmiot rozwazan etycznych, dlatego jej
wykorzystywanie podlega wielu regulacjom prawnym i etycznym [168]. Ludzkie tkanki
moga by¢ pozyskiwane po$miertnie, z biopsji, z amputacji oraz z pozostatosci po operacjach
plastycznych zwiagzanych z redukcja tkanek, gdzie wycieta skora stanowi produkt
odpadowy. W krajach Unii Europejskiej wprowadzono zakaz czerpania Kkorzysci
finansowych zwigzanych z wykorzystaniem ludzkich tkanek w badaniach in vitro, co wraz
Z ograniczeniami prawnymi, etycznymi 1 finansowymi, doprowadzito do niskiej
popularno$ci ich stosowania. Alternatywe dla ludzkiej skory stanowig skory odzwierzece.
Dostepne publikacje naukowe wskazuja na prowadzenie badan na skérach gryzoni, takich
jak: krolik, mysz czy szczur, a takze skorach $wini [169]. Tkanki pochodzace od gryzoni
wykorzystywano z uwagi na ich tatwiejsza dostepnos¢, niski koszt i niewielkie rozmiary.
Pozwalaty one sprawdzi¢ zdolnosci przenikania substancji aktywnych przez naskorek.
Niestety z uwagi na rdznice gatunkowe pomig¢dzy gryzoniami i ludZmi nie stanowita modelu
reprezentatywnego dla skory cztowieka [170], [171]. Z kolei skora §wini, z uwagi na wiele
podobienstw genetycznych 1 histologicznych, wykazuje zblizone wtasciwosci barierowe
1 stanowi najbardziej reprezentatywny zwierzecy model w stosunku do ludzkiego. Jednak
w przypadku badan na tkankach odzwierzgcych wystepuje ograniczenie w postaci
technologicznie trudnej obstugi i utrzymania tych tkanek i ich mniejszej stabilnosci [172].
W obu przypadkach, zarowno membran pochodzenia ludzkiego czy odzwierzecego, istnieje
takze problem standaryzacji blon biologicznych, ktore sa specyficzne dla kazdego
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organizmu i cechujg si¢ swoistg oryginalnoscia. Kolejng alternatywe stanowig zwierzece lub
ludzkie hodowle tkankowe, czyli modele powstajace poprzez izolacj¢ i hodowle wybranego
rodzaju komoérek. W celu uzyskania wynikéw jak najbardziej odzwierciedlajacych
rzeczywiste warto$ci, wybierane sg linie komoérkowe najbardziej zblizone genotypowo
i fenotypowo do prawidtowych komorek wystepujacych in vivo [173]. Wybrane linie
komoérkowe powinny charakteryzowaé si¢ wysoka powtarzalnoscia i korelacja wynikow
in vivo z wynikami in vitro, cho¢ trzeba bra¢ pod uwagg, ze pracujac na komodrkach
w warunkach in vitro ci¢zko jest odtworzy¢ ztozonos¢ tkanki 1 wszystkie zachodzace w niej
mechanizmy. Badania przenikania prowadzone na liniach komoérkowych pozwalajg skroci¢
czas prowadzenia badan w odniesieniu do badan in vivo, sa od nich mniej kontrowersyjne
1 pozwalajag na wielokierunkowe wykorzystanie miedzy innymi do oceny mechanizmu
transportu, oznaczania stezen, obserwacji zachodzacych interakcji, a takze do badan nad
poprawa biodostgpnosci substancji aktywnych. Obecnie komercyjnie dostgpnych jest wiele
modeli skory:

e obejmujacych imitacje warstw naskorka stworzonych na bazie ludzkich
keratynocytow, charakteryzujacych sie trojwymiarowg budows, strukturalnie bardzo
zblizong do naturalnej tkanki. Zwykle sg to uproszczone modele, ktore nie podlegaja
rogowaceniu 1 pomimo wielu podobienstw nie sg w stanie w 100 % odzwierciedli¢
naturalnego naskorka. Wykazujg szereg odchylen dotyczacych grubosci warstw, ich
przepuszczalnos$ci, odmienny poziom glukozyloceramidow i nienasyconych kwasow
thuszczowych oraz obecno$¢ kropelek lipidowych w warstwie podstawnej [174],

e imitacje pelnej struktury skory, ktore poza wszystkimi warstwami naskorka
zawierajg takze warstwe imitujacg skorg wlasciwag tworzong przez fibroblasty oraz
btone podstawng. Podobnie, jak w powyzszym przyktadzie, komorki warstw
naskorka nie ulegajg rogowaceniu, dlatego z czasem membrana ulega pogrubieniu.
Z uwagi na obecnos¢ zywych fibroblastow, markerow réznicowania keratynocytow,
zblizony profil lipidowy do wystepujacego in vivo oraz obecnos¢ interakcji
pomiedzy warstwami, ten rodzaj btony odznacza si¢ wysokim stopniem
skorelowania wynikow in vitro 1 in vivo [175].

= Membrany syntetyczne

W przypadku badania produktow kosmetycznych, z uwagi na duza dostepnos$c,
tatwo$¢ wykonania badania i utrzymania okreslonych warunkow do$wiadczenia, znacznie
nizszy koszt oraz krotszy czas prowadzenia badan, najczegsciej wykorzystuje si¢ membrany
syntetyczne, ktére w wysokim stopniu maja imitowa¢ wilasciwosci ludzkiej skory
i uwzglednia¢ jej fizjologiczne funkcje. Dzigki zastosowaniu membran syntetycznych
mozna uzyska¢ dobre wyniki, bliskie warunkom in vivo, jednak niezwykle istotne jest
wlasciwe dobranie membrany do panujacych podczas eksperymentu warunkow.
Komercyjnie dostgpnych jest wiele membran r6znego pochodzenia, majacych zastosowanie
w badaniach przenikania, w tym membrany zbudowane z:

e syntetycznych elastomeréw (membrany polidimetylosiloksanowe (PDMS),
nitrylowe, akrylonitrylowe) o wyraznie hydrofobowym charakterze, co przybliza je
wiasciwosciami do struktur cementu miedzykomorkowego,
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e naturalnych polimerow, takich jak: celuloza i jej pochodne, ktore wykazuja charakter
hydrofilowy, naturalng porowato$¢ oraz niska zdolno$¢ do tworzenia wigzan
z permeantem,

e syntetycznych polimeréw np. polipropylen, polietylen, polichlorek winylu,
polisulfon, poliweglan, stanowigcych najczesciej odporne chemicznie monowarstwy
o naturalnie porowatych strukturach,

e lipidow 1 lipofilowych substancji imitujacych substancje miedzykomorkowa
warstwy naskorka.

Wyniki badan sg zwykle $cisle powigzane z doborem okreslonej membrany do
konkretnego doswiadczenia z uwzglednieniem charakteru oraz wlasciwosci badanej
substancji 1 ptynu akceptorowego. Odnotowano takze doswiadczenia, w ktorych wykazano
brak zasadno$ci wyboru danej membrany (uzyskane wyniki odbiegalty od tych
uzyskiwanych in vivo czy na tkankach odzwierzecych) [176], [177], dlatego niezwykle
wazne jest uwzglednienie wszystkich aspektow juz na etapie projektowania doswiadczenia.

2.6.3.2. Aparatura wykorzystywana do badania przenikania in vitro

e Komora dyfuzyjna Franz’a

Jednym z najpopularniej stosowanych aparatow, rekomendowanym do badania
uwalniania potptynnych postaci kosmetycznych, jest komora dyfuzyjna Franz’a [178].
Aparat zbudowany jest z wertykalnie utozonych komor, jedna nad druga, oddzielonych od
siebie membrang, gdzie w gornej czegsci znajduje si¢ komora donorowa, do ktdrej naktadany
jest badany produkt, natomiast pod membrang znajduje si¢ komora akceptorowa zawierajaca
medium akceptorowe, do ktérego, na zasadzie dyfuzji, przenikaja substancje z badanego
produktu. Calo$¢ otoczona jest ptaszczem grzejnym w celu utrzymania statej temperatury
podczas badania. Dodatkowo w komorze akceptorowej umieszczone jest mieszadetko
magnetyczne umozliwiajgce wyrdwnanie stezenia w catej objetosci ptynu akceptorowego
oraz szyjka umozliwiajaca pobor medium akceptorowego. Zaletg tego aparatu jest tatwos¢
jego uzycia, mozliwos¢ szybkiego i jednoczesnie precyzyjnego pobierania probek do badan
oraz bardziej zblizona aplikacja produktu do badan in vivo, w poréwnania do aparatow
topatkowych. Wynika to z budowy aparatu, ktéry pozwala na kontakt powietrza i innych
czynnikoOw zewnetrznych z membrang, stanowigc, tak jak w przypadku skory, otwarta
powierzchni¢. Dodatkowo, budowa aparatu pozwala na bezposrednie naktadanie cienkich
warstw produktu i tworzenie warstw okluzyjnych na powierzchni membrany, tak samo, jak
w przypadku miejscowej aplikacji na skore [179]. Problematyczna moze okazaé sie¢
w niektorych przypadkach rozpuszczalno$¢, w hydrofilowym ptynie akceptorowym,
niektorych czasteczek, dlatego w tych przypadkach dodaje si¢ do ptynu akceptorowego
organiczne rozpuszczalniki czy zwigzki powierzchniowo czynne majace na celu
poprawienie rozpuszczalnosci substancji. Jednakze, moga one oddziatywaé¢ na membrane
I zakloca¢ przenikanie substancji [180]. Podstawowy model dyfuzyjnej komory Franz’a jest
aparatem bazujacym na dyfuzyjnej komorze statycznej, jednak w niektorych, bardziej
zaawansowanych modelach mozliwe jest mierzenie dyfuzji z wykorzystaniem ukladu
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przeptywowego, kierujacego ptyn akceptorowy bezposrednio do analizatora. Aparat Franz’a
z uktadem przeptywowym ma dodatkowg zaletg, jaka jest automatyzacja poboru probki,
ktéra w przypadku klasycznego modelu musi by¢ pobierana manualnie z komory
akceptoroweyj.

e Komora Flynn’a

Komora Flynn’a stanowi model aparatu, w ktérym membrana umieszczona jest
miedzy horyzontalnie i stycznie utozonymi komorami, gdzie dochodzi do dyfuzji substancji
aktywnej z ptynu donorowego do akceptorowego [181]. Probki moga by¢ pobierane z jedne;j
lub obydwu komoér w ustalonym czasie. Ponownie, jak w przypadku komory dyfuzyjnej
Franz’a, problemem w tym przypadku moze by¢ rozpuszczalno$¢ substancji aktywnej
w najczesciej hydrofilowym medium, a takze dodatkowo, w tym przypadku, komora
donorowa, ktora odizolowana jest od srodowiska zewnetrznego ptynem donorowym, przez
co moze dochodzi¢ do nadmiernej hydratacji membrany w skutek dlugotrwatego dziatania
na nig ptynu donorowego. Komora ta, nie jest powszechnie stosowana w przypadku badania
produktéw kosmetycznych [179].

e Aparat przeplywowy na przyktadzie komory Bronaugha

Aparat przeplywowy wykorzystywany jest zwykle do badania substancji o stabej
rozpuszczalnosci w wodzie a takze wielosktadnikowych mieszanin, z uwagi na to ze przez
komorg, do ktorej dyfunduje badany produkt, stale przeptywaja nowe dawki medium
akceptorowego, wymywajace kolejne partie badanej substancji [182]. Kluczowy podczas
badania uwalniania substancji aktywnej, z wykorzystaniem tego aparatu, moze by¢
wiasciwy dobor predkosci przeptywu medium akceptorowego [183]. Zaletg tego aparatu jest
dhuzsza zywotno$¢ membran z uwagi na ciggla wymian¢ medium akceptorowego, jednak
proces ten moze takze prowadzi¢ do niekorzystnych zmian w membranach poprzez
wymywanie jej sktadnikow, co moze prowadzi¢ do zwiekszenia jej przepuszczalnosci i tym
samym dawac zafalszowane wyniki [184], [185].

e Aparat topatkowy, koszyczkowy i ich modyfikacje

Oba aparaty charakteryzuja si¢ podobng budowa - zbudowane s3 z 6-8
okragtodennych, zamykanych zlewek umieszczonych w laZzni wodnej 1 stosowane sa
najczgsciej do uwalniania substancji aktywnych z postaci tabletkowanych [186].
W przypadku aparatu koszyczkowego, badany produkt umieszcza si¢ wewnatrz obrotowego
koszyczka, natomiast w przypadku aparatu topatkowego, koszyczek zastapiony jest
mieszadlem topatkowym, a tabletke umieszcza si¢ na dnie zlewki. Oba aparaty, z uwagi na
mozliwosci badania postaci statych, raczej nie znajduja zastosowania w badaniu produktow
kosmetycznych, z wyjatkiem aparatu topatkowego z komorg ekstrakcyjna, w ktorej mozliwe
jest badanie potstatych postaci produktow kosmetycznych [187], [188]. W tym przypadku,
na dnie zlewki z ptynem akceptorowym, umieszcza si¢ dodatkowy element, komore
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wypetniong  produktem, od zewnatrz otoczona pOlprzepuszczalng —membrang
I zabezpieczong pierscieniem przed zsunigciem membrany.

e PAMPA - Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

W ostatnim czasie coraz powszechniejsze staje si¢ stosowanie do badan uwalniania
substancji aktywnych systemu PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay) [189]. System ten zbudowany jest z dwoch czesci: plyty z 72 dotkami, w ktorych
umieszcza si¢ roztwor donorowy oraz drugiej pasujacej ksztattem powierzchnig zamykajaca,
zawierajacg odpowiadajace pierwszej plycie zaglebienia, w ktorych umieszcza si¢ ptyn
akceptorowy. Dna dotkdéw drugiej czgsci buduje membrana, zwykle imitujgca substancje
miedzykomodrkowq naskorka, co pozwala na dyfuzje substancji z jednej czgsci do drugie;.
Zaleta tej metody jest tatwos¢ uzycia i powtarzalnos¢ wynikow, natomiast ktopotliwe moze
okaza¢ si¢ opracowanie profilu przenikania, dlatego najczeSciej wykorzystuje si¢ ja do
badan o charakterze przesiewowym [190].

2.6.3.3. Medium akceptorowe

W zwiazku z tym, ze przenikanie przezskdérne odbywa si¢ najczesciej na zasadzie
dyfuzji biernej, transport sktadnikéw aktywnych, w duzej mierze uzalezniony jest od réznicy
jej stezen, jaka wystepuje po obu stronach skory, dlatego w przypadku badania uwalniania
ma to bezposrednie odwzorowanie w korelacji roznicy stezen miedzy czescig donorowsg
i akceptorowg z wynikami uwalniania substancji [191]. W zwiazku z powyzszym, W celu
zapewnienia warunkow jak najbardziej zblizonych do tych wystepujacych in vivo,
niezwykle istotny moze okaza¢ si¢ wybor sktadu ptynu akceptorowego pod katem jego
wlasciwosci, ktory poza znaczeniem w kontek$cie dyfuzji, moze wchodzi¢ w interakcje
Z samg membrang oddziatujac na jej kondycje 1 zuzywanie. Do uwalniania hydrofilowych
substancji najpopularniej wykorzystywane sg roztwory jak najbardziej zblizone do
wystepujacych w organizmie, czyli ptyny o fizjologicznych parametrach pH lub buforowe
roztwory izotoniczne [192], natomiast dla substancji lipofilowych dobor wiasciwych
medium receptorowych jest trudniejszy. Wskazuje sie¢, ze zwiazki te sg zdolne do absorpcji,
natomiast ich przenikanie przez pdiprzepuszczalne btony jest niezwykle powolne dajac
minimalne wartosci lub nie dajac ich wecale. Dlatego by otrzymaé rzetelne wyniki,
wykorzystuje sie plyny akceptorowe z dodatkiem rozpuszczalnikow np. alkoholi, srodkow
powierzchniowo czynnych lub bialek i inne rodzaje ptynéw receptorowych, ktore utatwiaja
przenikanie substancji aktywnych [193]. Niewtasciwie dobrane medium akceptorowe moze
wspomagac transport zwigzkow innych niz pozadane, z jednoczesnym blokowaniem
wlasciwych czasteczek, a takze wptywac na sklad membrany, gdzie poprzez wyplukiwanie
jej lipofilowych sktadnikow prowadzi do utraty jej wlasciwosci, aktywnosci metabolicznej
1 szybkiego zuzywania.
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2.6.4. Czynniki warunkujace efektywnos¢ przenikania
2.6.4.1. Wlasciwosci substancji aktywnej

Ogromne znaczenie dla przenikania substancji aktywnych maja wtasciwosci jej
wlasnych czasteczek. Barier¢ lipidowa naskorka z duzg tatwoscia pokonuja niepolarne
1 niejonowe czasteczki o masie czasteczkowej do 500 g/mol 1 wspotczynniku podziatu log P
pomiedzy 1 i 3 [194], [195]. Badania wskazuja takze, ze czasteczki o wyzszej masie
czasteczkowej, miedzy 500 g/mol a 1000 g/mol rowniez mogg przenikac przez skore, jednak
moze si¢ to wigza¢ z mniejszg efektywnoscia, cho¢ niewatpliwie wielkos¢ czasteczek moze
znacznie utatwi¢ lub utrudni€ ich przenikanie. Logarytm dziesi¢tny wspotczynnika podziatu
z kolei charakteryzuje zwigzki pod katem ich lipofilowosci, gdzie na podstawie jego
wartosci mozna przewidywaé zdolnosci permeacyjne danej substancji. Wspotczynnik
podziatu stanowi stosunek stezeh rownowagowych w uktadzie dwdch, niemieszajacych sig
rozpuszczalnikdw, ktory w warunkach rownowagi termodynamicznej, przy stalym ci$nieniu
1 temperaturze ma stalg warto$¢ charakterystyczng dla konkretnej substancji bedacej
w danym uktadzie rozpuszczalnikow [196]. Czasteczki charakteryzujace si¢ wysoka
lipofilowoscig doskonale przenikaja do warstwy rogowej naskorka, natomiast z uwagi na
bardziej hydrofilowy charakter glebszych warstw, ich dalszy transport bedzie znacznie
ograniczony. Z kolei czasteczki wykazujace hydrofilowos¢ moga mie¢ problem
z pokonaniem warstwy rogowej naskorka, za to, jesli ja pokonajg przenikanie glebszych
warstw nie stanowi dla nich problemu [197]. W przypadku substancji charakteryzujacych
si¢ budowa jonowa, transport transepidermalny jest praktycznie niemozliwy, dlatego
dyfunduja one gtownie transfolikularnie przez gruczoly czy mieszki wtosowe. Na zdolnos¢
permeacji czgsteczek ma wptyw takze ich ksztalt, stereoizomeria i stan skupienia. Wskazuje
si¢ na promowanie substancji o owalnych ksztattach oraz unikanie czasteczek o dtugiej,
rozgalezionej budowie, ktéora z duzym prawdopodobienstwem moze mie¢ trudnosci
z pokonaniem warstwy rogowej naskorka. Wieksza efektywnoscia przenikania
charakteryzuja si¢ takze ciecze i substancje lotne w poréwnaniu do ciat statych.

2.6.4.2. Wlasciwosci nosnika

Kolejnym istotnym elementem o duzym znaczeniu dla efektywnos$ci przenikania
przez bariere skorng sg wtasciwosci nosnika, w ktérym znajduje si¢ substancja czynna [198].
Ponownie, jak w przypadku samej substancji rozwazy¢ nalezy dobor no$nika pod katem jego
powinowactwa do poszczegélnych warstw skory, bioragc pod uwage do jakiej warstwy ma
on przenikna¢ oraz powinowactwo bazy do samej substancji aktywnej. W mikroemulsjach
i nanoemulsjach, z uwagi na niewielkie rozmiary czastek i obecnos$¢ skladnikéw lipo-
1 hydrofilowych, a takze duza ilo$¢ zwigzkoéw powierzchniowo czynnych uzyskuje si¢ lepsze
wyniki przenikania substancji przez barier¢ skorng do glebszych warstw w poroéwnaniu do
zeli czy makroemulsji [198], [199]. Dodatkowym atutem form emulsyjnych jest fakt, Zze za
ich pomoca mozna uzyska¢ homogenny uktad réznych, niemieszajacych si¢ sktadnikow.
Z kolei podloza masciowe zawierajace woski, parafing czy wazeling tworza na powierzchni
naskorka dodatkowa, okluzyjng warstwe tluszczowa 1 wiazac si¢ silnie z cementem
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mi¢dzykomorkowym dziatajg gtownie w naskorku, nie pozwalajac na dalszy transport
sktadnikéw lipofilowych, cho¢ w przypadku okluzji mozliwe staje si¢ przenikanie
zawartych w tym podlozu zwigzkéw hydrofilowych [200]. Istotna jest takze lepko$¢
podtoza, gdzie zauwazono, ze wraz ze spadkiem lepkos$ci poprawia si¢ zdolnos¢ przenikania
substancji aktywnych [201], [202]. Projektowanie nos$nika substancji aktywnych powinno
tez obejmowacé uwzglednienie surowcoéw utatwiajacych przenikanie, takich jak: substancje
powierzchniowo czynne czy promotory przenikania, rozluzniajace strukture cementu
migdzykomodrkowego, jak rowniez substancji regulujacych nawodnienie naskoérka. Podczas
tworzenia koncepcji produktu, warto pamigtac tez o tym, aby sktadnik aktywny nie miat zbyt
duzego powinowactwa do sktadnikow nosnika, z uwagi na utrudnione uwalnianie z masy
produktu do skory [203], [204].

2.6.4.3. Promotory przenikania

Istnieje caty szereg zroznicowanych substancji ulatwiajacych lub umozliwiajacych
przenikanie przezskorne czgsteczek, tzw. promotorow przenikania, ktore odwracalnie
zaburzajg strukture warstwy naskérkowej czynigc ja tym samym bardziej przepuszczalng
dla endogennych sktadnikéw aktywnych. Promotory te, powinny dziala¢ w sposob
odwracalny, aby nie zaktoca¢ mozliwosci prawidtowego funkcjonowania bariery skorne;,
powinny by¢ rowniez niereaktywne, niedraznigce, nieuczulajace i wykazywac si¢ brakiem
toksycznosci, aby ich stosowanie byto bezpieczne. Dla lepszych wiasciwosci sensorycznych
produktu najlepiej, gdyby byly bezwonne i bezbarwne [205]. Mechanizm ich dziatania
obejmuje zmniejszenie funkcji barierowe] naskorka, jednakze poszczegolne zwiazki
charakteryzujg si¢ réznymi mechanizmami dzialania, dzigki czemu mozna na tej podstawie
dokona¢ ich klasyfikacji. Niskoczasteczkowe alkohole, takie jak: etanol czy izopropanol
oraz glikole np. glikol propylenowy posiadajg zdolno$¢ ekstrakcji lipidow prowadzac do
wymywania lipidow macierzy migdzykomorkowej, zwiekszaja rozpuszczalnos¢ matrycy
a tym samym skladnikéw aktywnych w naskorku i mogg wptywaé na funkcjonowanie
biatek, w tym keratyny zmieniajgc jej stopien hydratacji [206]. Dziatanie alkoholi
monohydroksylowych posiada jednak pewne ograniczenia, zwykle zaleca si¢ ich stosowanie
w polaczeniu z substancjami hydrofilowymi, natomiast w przypadku czasteczek
hydrofobowych moga utrudnia¢ ich przenikanie [207]. Ich obecno$¢ na skorze jest
krotkotrwata 1 jest ograniczona do ich odparowywania z matrycy. Glikole posiadajg bardzo
zblizony mechanizm dziatania do alkoholi monohydroksylowych 1 dziatajg jako czynniki
poprawiajace rozpuszczalno$¢ substancji aktywnych, jednak najczesciej sa stosowane jako
pomocniczy promotor przenikania 1 dla uzyskania pozadanego efektu wymagaja
wspotdziatania innego promotora [208]. Kwasy ttuszczowe, takie jak: kwas oleinowy,
palmitynowy czy stearynowy oraz estry kwasow tluszczowych z uwagi na swoja zblizong
budowe do lipidow skéry, zwigkszaja powinowactwo nosnika do cementu
miedzykomodrkowego. Terpeny, takie jak: mentol, limonen, cyneol i inne zawarte
w naturalnych olejkach eterycznych moga z uwagi na swoje wielokierunkowe wtasciwosci
petni¢ dwojaka role w masie produktu, gdzie na przyklad moga by¢ jednoczesnie
sktadnikiem aktywnym o dziataniu chlodzacym i promotorem przenikania dla innych
sktadnikéw formulacji. Mentol tworzy z wieloma substancjami (np. kamfora czy tymol)
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mieszaniny eutektyczne, gdzie poprzez obnizenie temperatury topnienia mieszaniny tych
sktadnikow, atym samym przejScia z formy krystalicznej do plynnej, zwigksza si¢
rozpuszczalno$§¢ obu sktadnikow tej mieszaniny. Terpeny zaburzaja takze wlasciwosci
ochronne warstwy rogowej naskorka w skutek ekstrakcji lipidow i rozluznienia wigzan
wodorowych pomiedzy ceramidami w cemencie komorkowym, prowadzac do jego
uptynnienia [209]. Do promotoréw przenikania zalicza si¢ takze wiele rozpuszczalnikow
organicznych, takich jak: DMSO (Dimetylosulfotlenek), ktére zmieniajg struktur¢ macierzy
migdzykomodrkowej. Podobnie, jak w przypadku terpendw, na skutek ekstrakcji lipidéw, ich
dziatanie obejmuje tez dehydratacje naskorka, denaturacje biatek oraz rozluznienie potaczen
miedzy zrogowaciatymi komorkami [210], [211]. Innym zwigzkiem, majagcym korzystny
wplyw na przenikanie jest mocznik, ktory z uwagi na swoje wtasciwosci higroskopijne oraz
keratolityczne wykazuje doskonate cechy nawilzajace, co moze by¢ szczegdlnie pomocne
w przypadku przenikania czasteczek hydrofilowych [212]. W dziataniu keratolitycznym na
naskorek 1 jego rozluznieniu mogg by¢ takze przydatne kwasy np. kwas glikolowy,
azelainowy czy mlekowy [213], [214], [215]. Wykorzystuje si¢ takze zdolnosSci
rozgrzewajace niektorych substancji np. nikotynianu metylu, gdzie w skutek miejscowego
podniesienia temperatury dochodzi do szybszego wchtaniania czasteczek do naczyn
krwionos$nych. Innym przykladem moga by¢ réwniez zwigzki powierzchniowo czynne,
ktore poza whasciwosciami solubilizacyjnymi czy emulgacyjnymi, poprzez oddziatywania
z biatkowymi sktadnikami warstwy rogowej, prowadza do rozpulchnienia catej struktury
[216]. Taka funkcje moze takze petni¢ cholesterol, ktory z uwagi na duze powinowactwo do
cementu migdzykomoérkowego, wbudowuje si¢ w jego strukture, zwigkszajgc tym samym
powierzchni¢ stref hydrofilowych. Dzigki temu utatwia on kontakt polarnych grup
ceramidow zawartych w cemencie mi¢edzykomorkowym z substancjami hydrofilowymi,
dostarczanymi podczas aplikacji produktow kosmetycznych. Wszystkie powyzsze
przyktady ukazuja, jak bardzo istotne jest poznanie charakteru wykorzystywanych
substancji pod katem projektowania wlasciwego nosnika i1 doboru odpowiednich
promotoréw. Wielokrotnie wskazywano, ze w zaleznosci od charakteru czasteczek,
promotor przenikania, moze dziala¢ promujaco lub hamujaco na jego absorpcje [217],
a dobra znajomos$¢ wlasciwosci wykorzystywanych substancji pozwala na poprawienie
nawet kilkunastokrotne zdolno$ci permeacyjnych danego skladnika aktywnego
1 doprowadzenie do synergii dzialania promotorow [218].

2.6.4.4. Parametry biologiczne skory

Przenikanie poszczegdlnych sktadnikow aktywnych przez skore roznych ludzi moze
dawa¢ odmienne wyniki badan. Uwarunkowania genetyczne i parametry biologiczne skory
sa osobniczo swoiste i niepowtarzalne, przez co pozwalaja wyr6znic¢ szereg cech majacych
wptyw na zdolnosci absorpcyjne skory. Kluczowe znaczenie ma stan i jakos$¢ skory oraz jej
stopien nawilzenia [219]. Ponadto zmiany w r6znicach przenikania przez skore mozna takze
zaobserwowacé w réznym wieku, gdzie jej sktad zmienia si¢ wraz ze starzeniem organizmu
[220]. W przypadku wystepowania otytosci, w odniesieniu do 0séb bez stwierdzonych
patologii, wigksza ilo$¢ tkanki thuszczowej moze utrudnia¢ transport substancji i wydtuzaé
droge do pokonania. Korzystnie, na przenikanie substancji wptywaja takze wszelkiego
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rodzaju patologie skoérne obejmujace zaburzenia funkcjonowania naturalnej bariery
ochronnej naskorka, gdzie pozbawienie ptaszcza hydrolipidowego czy mechaniczne
uszkodzenia warstwy rogowej powoduja wzrost szybkosci przenikania substancji w glab
tkanek [221], [222], co czgsto wykorzystuje si¢ podczas projektowania produktu oraz
aplikacji, uprzedzajac ja zluszczaniem naskorka.

2.6.4.5. Czynniki fizyczne

Nieco mniejszy, ale jednak nadal istotny wplyw na przenikanie substancji wywieraja
takze czynniki zewnetrzne, takie jak: temperatura otoczenia, pora dnia, wilgotnos¢ czy
srodowisko. Parametry te, czesto wykorzystuje si¢ do stworzenia najlepszego otoczenia dla
dziatania produktu. Uwzgledniajac fizjologiczne aspekty, badanie przenikania
przezskornego prowadzi si¢ zwykle w medium o temperaturze od 22 °C (temperatura
otoczenia) do 37 °C (temperatura ludzkiego ciala), przy czym najczeSciej przyjmuje si¢
temperature 32 °C, ktora jest najblizsza temperaturze skory cztowieka [173]. Wskazuje sig,
ze wahnigcia temperatur podczas eksperymentdow moga powodowac istotne zmiany
przenikania substancji aktywnych przez membrany, zarowno szybkosci, jak 1 wynikoéw
ilosciowych [223], [224], [225]. Moze to by¢ zwigzane ze zmiang energii czasteczek
w roztworach po obu stronach btony i zmianami wlasciwosci nanoszonego produktu
np. lepkosci, jak réwniez samych substancji aktywnych, wptywajac na ich rozpuszczalnos¢,
czy powodujac w niektérych przypadkach degradacje. Dla poprawy przenikania
przezskornego stosowane sg powszechnie masaze i miejscowe rozgrzewanie, rozszerzajace
naczynia krwionos$ne 1 poprawiajgce krazenie czy okluzje, ktora w zaleznosci od
zastosowanego nos$nika moze wplywa¢ na hydratacj¢ naskorka prowadzac do jego
rozpulchnienia a tym samym utatwienia transportu substancjom hydrofilowym. Dla
poprawy przenikania substancji aktywnych stosuje si¢ takze szereg innych technik, takich
jak: okluzja, jonoforeza, elektroporacja czy sonoforeza, ktdre opisano ponizej [226].

e Okluzja

Stosowanie okluzji polega na natozeniu na skore warstwy nieprzepuszczajacej wody,
najczesciej masci, silikonow lub bariery mechanicznej np. specjalnych opatrunkow czy folii,
dzigki czemu dochodzi do zmodyfikowania warstwy rogowej naskorka [227]. Mimo tego,
ze w warstwie rogowej naskorka zawartos¢ wody miesci si¢ na poziomie od 5 % do 10 %,
to wypehiajaca keratynocyty, keratyna, posiada zdolnosci do wigzania wody, podnoszac
uwodnienie naskorka nawet do 80 % [228]. W skutek uniemozliwienia parowania wody
dochodzi do rozpulchnienia i zwigkszonej hydratacji skory [229]. Zastosowanie okluzji
zwykle prowadzi do miejscowego podwyzZszenia temperatury powierzchni skory
irozszerzenia naczyn krwiono$nych, wplywajagc tym samym na poprawe krazenia
1 ulatwienie przenikania przezskornego substancji [230]. Niestety, dtugotrwale stosowanie
okluzji nie jest wskazane, z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia efektéw niepozadanych
w postaci maceracji i zaniku skory, a takze rozwoju bakterii zwigzanego z dtugotrwale
podwyzszong wilgotnos$cia [231].
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e Jonoforeza

Z uwagi na wczesniej wspomniane trudno$ci w przenikaniu czasteczek o charakterze
jonowym, ich przenikanie moze by¢ wzmacniane przy uzyciu jonoforezy. Czasteczki
podlegajace dysocjacji elektrolitycznej, wystepujace w postaci jondow w produkcie,
aplikowane sg na skore w taki sposob, by pozostawaé w statym kontakcie z elektroda o takim
samym tadunku, natomiast druga elektroda zamyka obwod. W metodzie tej
wykorzystywany jest prad elektryczny, ktory prowokuje migracje czasteczek do elektrody
o przeciwnym fadunku. Przy dtugotrwatym dziataniu elektrod w jednym miejscu skory (do
48 h) czasteczki moga si¢ przedostawac do skory wlasciwej 1 naczyn krwionosnych [228].
Wskazuje sie, ze szybkos$¢ przenikania jonéw przez skore uwarunkowana jest napieciem
pradu statego oraz rodzajem jonow. Kationy wykazujg lepsze wtasciwosci permeacyjne niz
aniony [232].

e Sonoforeza

W tej metodzie do przyspieszania transportu substancji aktywnych wykorzystywane
sa ultradzwigki, wprowadzajace substancje tkankowe 1 aplikowany produkt w ruch
oscylacyjny, pod wpltywem, ktorego w przestrzeniach migdzykomorkowych powstaja
pecherzyki gazu, zaklocajace struktury lipidowe, powickszajace przestrzenie
miedzykomodrkowe [233]. Podczas dziatania ultradzwieckow dochodzi takze do wzrostu
temperatury, co dodatkowo poprawia krazenie w miejscu aplikacji. Z uwagi na zwigkszenie
przestrzeni mi¢dzykomoérkowych, sonoforeze wykorzystuje si¢ do transportu substancji
o duzej masie czasteczkowej oraz polarnych, takich jak: bialka czy witaminy i1 wielu lekéw
[234], [235].

e Elektroporacja

Elektroporacja wykorzystywana jest do wspomagania transepidermalnego transportu
substancji z przestrzeni miedzykomorkowej dzieki wytwarzaniu krétkotrwatych kanalikow
tzw. elektroforow. Wystepuja one pod postacig dodatkowych przestrzeni, powstajacych pod
wptywem pola elektromagnetycznego i stanowig alternatywna droge wnikania sktadnikow
aktywnych. W tym celu wykorzystuje si¢ krotkie impulsy elektryczne o wysokim napieciu
do 1000V powodujace dezintegracj¢ a nawet topnienie lipidow [233]. Elektroporacja moze
by¢  szczegdlnie przydatna przy probach poprawy  przenikania  substancji
wielkoczasteczkowych, jednak nalezy pamigta¢ o odpowiednim doborze napigcia, ktore
przy zbyt niskich warto$ciach moze nie da¢ pozadanego efektu a w przypadku zbyt wysokich
warto$ci moze prowadzi¢ do nieodwracalnych efektoéw w btonach komoérkowych [236].

e Inne techniki poprawiania przenikania substancji aktywnych
Poza uprzednio wymienionymi promotorami przenikania oraz wlasciwym

zaprojektowaniem nos$nika a takze fizycznymi technikami, takimi jak: okluzja,
elektroporacja i1 jono- czy sonoforeza, istnieje szereg metod, ktdore mozna wykorzystywaé
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w celu poprawienia zdolnosci permeacyjnych substancji. W pierwszej kolejnosci nalezy
zwréci¢é uwage na mozliwosci modyfikacji samych substancji aktywnych. Bioragc pod
uwage, ze najwigksze trudnosci w pokonaniu bariery skornej dotycza substancji
hydrofilowych, najczesciej modyfikuje si¢ je poprzez dotaczenie do nich tancuchow
alkilowych i arylowych np. poprzez estryfikacjeg, alkoksylacje, amidowanie czy tworzenie
par jonowych. W przypadku wysoce lipofilowych czasteczek zastosowanie podstawnikow
zdolnych do dysocjacji moze obniza¢ ich lipofilowos¢ [230]. Takie modyfikacje pozwalaja
sktadnikom aktywnym pokona¢ barier¢ naskorkowa, a w dalszych etapach umozliwiajg ich
przeksztatcenie do pierwotnej formy, np. poprzez hydrolize lipofilowego podstawnika.
Kolejng mozliwos¢ daje wprowadzanie substancji aktywnych do $rodka specjalnych
no$nikow, ktore z tatwoscig penetrujg struktury skoéry. Wyrdzni¢ tu mozna: uklady
liposomowe, transferosomowe, etosomowe czy polimerosomowe, zbudowane
z lipofilowych lub amfifilowych pecherzykow, w ktorych wnetrzach zamyka sie
hydrofilowe substancje [237], [238]. Na podobnej zasadzie otrzymuje si¢ takze niosomy
1 katesomy, gdzie w przypadku niosomow jako otoczke wykorzystuje si¢ niejonowe srodki
powierzchniowo czynne, a w przypadku katesomdw stosuje si¢ niefosfolipidowe substancje
o dodatnim tadunku [239]. Istotny w przypadku przenikania jest takze stopien nasycenia
produktu substancjg aktywng, z uwagi na to, ze czasteczka zyskuje wtedy najwyzsza
aktywnos$¢ termodynamiczng, co pozwala uzyskac najwyzsze zdolnosci permeacyjne [155].

2.7. Tworzenie formulacji kosmetycznych

Polski rynek produktow kosmetycznych charakteryzuje si¢ swoista dynamika i stale
reaguje na zmieniajace si¢ wymagania konsumentéw chilongc nowosci z rynkdow:
europejskiego, azjatyckiego i amerykanskiego, zwracajgc uwage na dbatos¢ o wysoka jakosé
1 bezpieczenstwo wytwarzanych wyrobow. Wybdr formy aplikacyjnej 1 opracowanie
formulacji dla docelowego produktu kosmetycznego stanowi wyzwanie pod katem
uzyskania idealnej kombinacji pozadanych cech, w tym: przenikania substancji aktywnych
1 zapewnienia im korzystnego srodowiska dziatania, kosztu masy produktu oraz produkcji,
oczekiwan aplikacyjno - sensorycznych konsumentow, mozliwosci technologicznych
zakladu, dostgpnosci surowcow czy uwzglednienia obowiazujacych regulacji prawnych.
Prawidlowe opracowanie formulacji zapewnia bezpieczenstwo jego stosowania oraz
odtwarzalno$¢ z zachowaniem statosci parametréw sensorycznych, aplikacyjnych
1 fizykochemicznych, niezaleznie od miejsca i podmiotu realizujacego proces produkcyjny.
W pierwszej kolejnosci, na etapie projektowania bazy, nalezy rozwazy¢ wlasciwosci
substancji aktywnych pod katem utrzymania ich aktywnosci 1 zdolno$ci do uwalniania
z danego podtoza kosmetycznego. Szczegodlnie trudnym przypadkiem moze okazaé si¢
opracowywanie formulacji wielosktadnikowych, zawierajacych kombinacje wielu
substancji aktywnych, gdzie konieczne jest rozpatrzenie wszystkich sktadnikéw pod katem
ich kompatybilnosci wzgledem calej mieszaniny. Poza aspektem charakterystycznych cech
substancji aktywnych dobor pozostatych sktadnikéw uwarunkowany moze by¢ roéwniez ich
dostgpnoscia, cena, obecnymi trendami np. procentem pochodzenia naturalnego, tatwos$cia
stosowania procesowego oraz kompatybilnos$cig z reszta sktadnikéw. Tworzac sktady
nowych produktow, aby nadazy¢ za zasypujacymi rynek trendami, warto jest korzystaé
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z innowacyjnych, niestandardowych lub ulepszonych surowcéw, ktore stale dostarczaja
dystrybutorzy. Wybierajac nieznane surowce warto opierac si¢ na dostarczonej wraz z nimi
dokumentacji, ktéra pomoze przewidzie¢ jej zachowanie wséréd pozostatych sktadnikoéw
oraz wskazuje oczekiwane efekty. Korzystajac z surowcoOw doswiadczonych dystrybutorow
mozna réwniez liczy¢ na probki technologiczne, pomoc dziatu technologicznego w razie
probleméw formulacyjnych oraz doradztwo w zakresie formutowania, co czgsto pozwala
zaoszczedzi¢ czas 1 zredukowacé koszty zwigzane z niepowodzeniami. Rynek kosmetyczny
obejmuje catg game réznych postaci produktéw, przy czym najpopularniej wykorzystuje si¢
zele, emulsje, ptyny, aerozole, formy state 1 poistate, w tym masci a takze cata game
surowcow pozwalajacych na stworzenie wyzej wymienionych form. W kazdym produkcie,
sktadniki mozna podzieli¢ na kilka grup z uwagi na funkcj¢ jaka w nim petnig. Sktadniki
bazowe tworza wigkszo$¢ masy produktu 1 pozwalajg na utrzymanie jej formy, stanowia
nosnik dla sktadnikow aktywnych i odpowiadajg za wigkszos¢ wtasciwosci aplikacyjnych.
Ta grupa substancji obejmuje rozpuszczalniki, no$niki substancji, wypetniacze i1 sktadniki
konsystencjotworcze. Substancje aktywne obejmujg ogromng grupe zwiazkow, zardwno
pochodzenia naturalnego, jak 1 syntetycznego, zapewniajacych pozadane dziatanie
produktu. Kolejna grupa substancji jest opcjonalna, jednak znaczaco wplywa na stabilnos¢
1 dziatanie gotowego produktu. W tej grupie znajduja si¢ zwigzki powierzchniowo czynne,
promotory przenikania, stabilizatory, regulatory pH czy konserwanty, ktére w zaleznosci od
formulacji moga by¢ konieczne do uzyskania bezpiecznego i odpornego na starzenie
produktu.

2.7.1. Rodzaje najpopularniejszych postaci kosmetycznych
dostepnych na rynku

Rozw¢j formy masy kosmetycznej pozwala na osigganie pozadanego poziomu
dziatania kosmetyku, a dopasowanie postaci produktu do konkretnej substancji czynnej
zapewnia jej stabilno$¢, bezpieczenstwo stosowania 1 atrakcyjnos¢ aplikacyjng. Dzisiejszy
rynek kosmetyczny jest zbiorem wielu form, réznigcych si¢ funkcja, witasciwosciami,
aplikacja 1 przede wszystkim sktadem, jednak wszystkie tworzone sg z zamystem spetniania
oczekiwan konsumentow.

2.7.1.1. Emulsja

Emulsje sa jedna z najpopularniejszych postaci kosmetycznych z uwagi na
mozliwo$¢ zastosowania w ich przypadku szerokiej gamy surowcoOw o roznej lipofilowosci.
Klasyczna definicja emulsji okresla ja jako uklad dwodch niemieszajacych si¢ cieczy,
z ktorych jednama charakter hydrofilowy (stanowi faz¢ wodng), a druga - charakter
hydrofobowy (stanowi faze¢ ttuszczowa), przy czym jedna z faz ulega dyspersji w drugie;j,
gdzie czastki fazy rozpraszanej ulegaja zawieszeniu w fazie rozpraszajacej na skutek
mechanicznego mieszania obu faz, dzigki dodatkowi substancji emulgujacych [240].
Najczescie] wykorzystuje si¢ dzialanie substancji powierzchniowo czynnych, ktore opiera
si¢ na zmianie charakteru oddziatywan migdzyczasteczkowych na granicy faz w wyniku
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obnizenia napig¢cia powierzchniowego. Poprzez adsorpcj¢ na granicy powierzchni kropel
emulsji, tworza trwalg powlok¢ ochronng, zapobiegajaca zlewaniu si¢ kropel fazy
wewnetrznej. Podstawowe typy emulsji obejmuja:

* Emulsje O/W - w ktérej faza olejowa stanowi mniejszos¢ masy, jej czastki sa
zdyspergowane w zewnetrznej fazie wodnej, zwykle wykorzystywana jest do
tworzenia lekkich postaci emulsyjnych,

* Emulsje W/O — w ktorej faza olejowa stanowi bazg dyspergujaca dla sktadnikow
hydrofilowych w niej rozproszonych, zwykle wykorzystywana jest do tworzenia
thustych, sensorycznie cigzkich emulsji,

= Emulsje wielokrotne — inaczej emulsje wielofazowe, podwojne, w ktorych czastki
fazy zewnetrzne] zawieszone sg takze w kroplach fazy zdyspergowanej, moga tu
wystepowac emulsje typu O/W/O oraz W/O/W, w zalezno$ci od charakteru faz.

Poczatkowo wskazywano, ze na tworzenie rodzaju faz, poza procentowoscig udziatu
danej fazy w masie produktu, wptyw ma wybor substancji powierzchniowo czynnej. Wedtug
prawa Bancrofts’a przyjmuje si¢, ze faz¢ zewngtrzng stanowi faza, ktora jest lepszym
rozpuszczalnikiem dla zastosowanej substancji powierzchniowo czynnej [241]. Jakkolwiek
powyzsza reguta moze by¢ zwodnicza z uwagi na wplyw substancji powierzchniowo
czynnej, ktéra potrafi zmieni¢ powinowactwo wystepujace w uktadzie binarnym (gdzie
wystepuja jedynie dwie fazy) [242]. Inne badania obejmowaty proby mierzenia rownowagi
wodno-lipidowej (HLB - ang. Hydrophile - Lipophile Balance) w celu przewidywania
mozliwosci utworzenia konkretnego typu emulsji 1 obecnie wlasnie ta metoda
wykorzystywana jest jako podstawa wyboru substancji emulgujacych [243]. Srodki
powierzchniowo czynne moga petni¢ funkcje emulgujace z uwagi na posiadanie w swojej
budowie czgsci lipofilowej 1 hydrofilowej, a wspdtczynnik HLB z uwagi na obecno$¢ obu
typoéw ugrupowan, wyraza stopien polarnosci substancji. Emulgatory o niskich wartosciach
HLB stabilizuja emulsje typu W/O, natomiast te bardziej hydrofilowe tworza emulsje typu
O/W. Znajomos¢ HLB wybranego emulgatora, nie gwarantuje skutecznosci dla
zaprojektowanej formulacji. Poniewaz, poszczegodlne sktadniki fazy thuszczowej, posiadaja
swoje indywidualne wartosci HLB, do otrzymania stabilnej emulsji nalezy dobra¢ emulgator
lub ich mieszaning o wartosci HLB zblizonej do wymaganej przez faze¢ hydrofobowa
emulsji, uwzgledniajac, zarowno rodzaj, jak 1 zawartos$¢ poszczegolnych zwigzkow. Emulsje
tez mozna podzieli¢ z uwagi na rozmiar ich czastek na: makro-, mikro- i nanoemulsje, gdzie
wielko$¢ tworzonych kropli wynosi odpowiednio od 1 um do 100 pm, od 10 nm do 100 nm
1 0od 20 nm do 500 nm [244]. Wielko$¢ czastek fazy rozproszonej jest jednym z czynnikow
warunkujacych wlasciwosci optyczne emulsji oraz ma istotne znaczenie dla stabilno$ci
emulsji [244]. Z termodynamicznego punktu widzenia emulsje sa uktadami dynamicznymi,
ktére wraz z uptywajacym czasem podlegaja procesowi rozdzielania faz. Czas starzenia
1 destabilizacji emulsji moze by¢ roézny w zaleznosci od mechanizmu destabilizacji,
zawartosci $rodkow emulgujacych, stopnia homogenizacji czy dzialania czynnikéw
zewngtrznych, takich jak np. temperatura czy wilgotnos¢. Proces starzenia uktadow
emulsyjnych zwykle obejmuje zachodzenie powolnych przemian fizycznych w kierunku
zwigkszania wielkosci czastek fazy zdyspergowanej, ostatecznie dazac do uzyskania
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mozliwie najnizszej entropii, co jest podstawowa przyczyng niestabilnosci emulsji
i calkowitego rozdzielenia obu faz [245]. Do mechanizméw destabilizacji emulsji zalicza
sig:

= sedymentacje, polegajaca na grawitacyjnym opadaniu fazy wewngtrznej w skutek
roéznic w ci¢zarze wlasciwym czasteczek,

» $mietanowanie, podobnie jak sedymentacja, obejmuje grawitacyjne przemieszczanie
fazy wewnetrznej, jednak w tym przypadku w kierunku powierzchni i jej
gromadzenie w gornej czgsci masy produktu,

= flokulacj¢, czyli proces tworzenia agregatoéw czasteczek fazy wewnetrzne;,
w wyniku ruchu czgstek ku sobie, na skutek oddzialywan van der Waalsa,

= koalescencj¢, obejmujaca powstawanie agregatow czastek fazy zdyspergowanej
w formie wigkszych skupisk poszczegdlnych czastek, ktore nastgpnie poprzez
faczenie si¢ ze sobg nawzajem, tworzg wigksze krople. Na skutek zwigkszania rdznic
cigzaru wihasciwego kropli dochodzi do sedymentacji i catkowitego rozdziatu faz
emulsji. Rolg w procesie koalescencji odgrywaja oddzialywania van der Waalsa oraz
zjawiska Ostwalda,

= inwersj¢ faz polegajacg na naglej zmianie typu emulsji, gdzie faza wewnetrzna staje
si¢ faza dyspergujaca, natomiast faza zewnetrzna ulega dyspersji. Odwrocenie faz
moze by¢ spowodowane czynnikami zewng¢trznymi, takimi jak narazenie na wysoka
temperature lub wewnetrznymi np. uzycia zbyt matej ilosci srodka powierzchniowo
czynnego, czy zastosowanie niewlasciwej proporcji objetosci faz lub zmiany w tych
proporcjach (np. w skutek odparowania rozpuszczalnika),

= oswaldowskie dojrzewanie emulsji, prowadzi do dyfuzji sktadnikoéw emulsji fazy
wewnetrznej z mniejszych miceli do wigkszych, w wyniku réznicy ci$nien miedzy
wnetrzem miceli, a fazg rozpraszajacg, w skutek czego powstajg coraz wigksze
krople, ostatecznie prowadzac do separacji obu faz [246].

Niestabilno$¢ emulsji moze drastycznie wplywa¢ na ocen¢ produktu 1 jego
przydatnos¢, dlatego pozadane jest tworzenie trwalych emulsji, stabilnych przez dtugi czas,
odpornych na dziatanie czynnikow zewngtrznych. Spowolnienie tempa destabilizacji
emulsji mozna osiaggna¢ poprzez wykorzystanie wiedzy o przygotowywanej formulacji
1 powszechnych metod stabilizacji:

e wybor wlasciwego emulgatora, koemulgatora i innych stabilizatorow emulsji
Z uwagi na fakt, ze emulgator umozliwia powstawanie emulsji, jego wybor jest
kluczowy. W przypadku zlozonych mieszanin moze by¢ wymagany dodatek
koemulgatorow i innych stabilizatorow emulsji, takich jak: czastki state czy polimery
np. guma ksantanowa, guma guar, biatka. Ich obecno$¢ wplywa na wlasciwosci
reologiczne masy np. zageszczenie, zmiany lepkosci emulsji, zminimalizowanie
réznic w gestosci faz czy tez stopnia upakowania czasteczek w przestrzeni masy
produktu prowadzac do zmniejszenia ruchliwosci czastek fazy zdyspergowanej,
a tym samym spowalniajg procesy starzenia emulsji [247],
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e temperatura przechowywania
Wraz ze wzrostem temperatury maleje lepkos$¢ emulsji. Zgodnie z regutg van’t Hoffa
prowadzi to do wzrostu energii kinetycznej mieszaniny, a tym samym szybkosci
poruszania si¢ miceli fazy zewnetrznej i czestosci ich zderzen. Szybkos$¢ reakcji
chemicznej w reakcjach jednofazowych wraz ze wzrostem temperatury o 10 °C
ro$nie 2 — 4 - krotnie, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zmian wlasciwosci
sktadnikow  formulacji, w tym wilasciwosci emulgujacych  substancji
powierzchniowo czynnych [248],

e uzyskanie odpowiedniego stopnia dyspersji
Emulsje powstajg w skutek mieszania dwoch faz przy obecnosci emulgatora. Aby
uzyska¢ jak najbardziej jednorodne, stabilne emulsje podczas produkcji emuls;ji
wykorzystuje si¢ metody homogenizacji, ktére pozwalaja na uzyskanie
odpowiedniego rozdrobnienia czastek oraz manipulacje wlasciwosciami
reologicznymi emulsji [249]. W przypadku homogenizacji, wpltyw na uzyskany
wynik bedzie miat dobor aparatury, czas 1 warunki atmosferyczne, w tym szczegolnie
temperatura 1 ci$nienie panujace podczas prowadzenia procesu [250]. Wskazuje si¢
na wyzszg stabilno$¢ emulsji uzyskiwang poprzez zastosowanie homogenizatorow
wysokocisnieniowych w poréwnaniu do konwencjonalnych, mechanicznych
homogenizatorow [251]. Istotne znaczenie dla uzyskania witasciwej mikronizacji
czastek bedzie tez miata temperatura procesu, z uwagi na to, ze zarowno lepkos¢, jak
1 napiecie miedzyfazowe zmniejszajg si¢ wraz ze wzrostem temperatury [252],

e zapewnienie masie produktu wlasciwej ochrony
Istotnym elementem wptywajgcym na stabilno$¢ produktu jest jego opakowanie,
ktore zabezpiecza produkt 1 chroni mas¢ kosmetyku przed nadmiernym
gromadzeniem si¢ powietrza oraz czynnikami zewng¢trznymi np. wilgotnoscig czy
promieniowaniem UV [253], [254]. W przypadku wyboru opakowania nalezy
uwzgledni¢ sktad i1 forme aplikacyjng produktu. Aby przedtuzy¢ stabilno$¢ emuls;i,
tworzywo, z ktorego wykonane jest opakowanie powinno by¢ kompatybilne z masa
kosmetyczng i nie reagowac ze sktadnikami masy kosmetycznej, a takze stanowié
dobrze dobrang barier¢ przed wplywem §rodowiska zewngtrznego. Niestety do tej
pory nie ustanowiono norm obejmujacych ocen¢ bezpieczenstwa opakowan
produktow kosmetycznych, dlatego obecnie podlegaja one normom opakowan
przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig [253].

2.7.1.2.  Zel

Odpowiedni wybdr postaci kosmetyku zapewnia bezpieczenstwo, skutecznosé
dziatania oraz atrakcyjno$¢ sensoryczng. Zele kosmetyczne, cieszace sie duzym
zainteresowaniem z uwagi na swoje wilasciwosci, ,,gesty” wyglad sugerujacy bogactwo
sktadnikow aktywnych, lekko$¢ podczas naktadania i przyjemne rozprowadzanie, zachgcaja
do wyboru wiasnie tej postaci. Do formy zelu zaliczaja si¢ wszystkie uktady minimum
dwusktadnikowe, w ktorym kazdy ze sktadnikow tworzy oddzielna, ciagla faz¢ znajdujaca
si¢ w calej objetoéci masy. Zele powstaja na skutek koagulacji zolu, czyli gdy czasteczki
jednej z faz stykaja si¢ ze soba i tacza, tworzac przestrzenng, porowatg strukturg
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unieruchamiajacg druga faze. Formulacje zelowe mozna podzieli¢ pod katem charakteru
fazy rozpraszajacej na: (i) hydrozele, gdzie najczesciej baze¢ stanowi woda, (ii) oleozele,
w ktorych faze rozpraszajaca stanowig substancje tluszczowe oraz (iii) organozele
zawierajace rozpuszczalniki organiczne np. alkohole. Wiele z dostepnych na rynku
kosmetykow w formie zelu to heterozele zawierajace w swoim sktadzie rézne chemicznie
fazy. W kosmetyce najczgsciej wykorzystywane s3 zele tworzone glownie na bazie
polimerow (wigkszos$¢ zeli do twarzy, uktadania wloséw) lub $rodkow powierzchniowo
czynnych (zele do kapieli, szampony, mydta w ptynie). Do tworzenia zelu moze dochodzi¢
pod wptywem dodatku elektrolitow, temperatury, zmian pH lub na skutek zachodzacych
w mieszaninie reakcji chemicznych 1 oddziatywan, w odpowiedzi na dziatanie czynnikow
zewnetrznych [255]. Wymienione zele opisano ponizej.

e Zele polimerowe — ich wlasciwoéci elastyczne wynikaja z usieciowania wlokien
polimerowych, gdzie grupy w tancuchach polimeru zaczynaja ze sobg reagowac,
tworzac przestrzenng sie¢. Polimery moga podlega¢ sieciowaniu poprzez wigzania
wodorowe, oddziatywania van der Waalsa lub wigzania kowalencyjne. W branzy
kosmetycznej popularnie stosuje si¢ karbomery, celulozg 1 jej pochodne, poliakrylan
sodu, ktéore moga podlega¢ samoistnemu sieciowaniu lub po zapewnieniu
odpowiednich warunkéw np. pH lub temperatury,

e Zele tworzone przy pomocy $rodkow powierzchniowo czynnych - zwiazki te sa zdolne
do samoorganizacji czasteczek w rozmaite mikrostruktury, rézne rodzaje miceli,
pecherzyki 1 elastyczne dwuwarstwy [256]. Ukfad jaki utworzy s$rodek
powierzchniowo czynny moze w okreSlonych warunkach, np. przy odpowiednim
stezeniu $rodka powierzchniowo czynnego (surfaktantu) lub z dodatkiem niektorych
substancji (soli, regulatorow pH, kosurfaktantoéw) wptywac na wiasciwosci reologiczne
mieszaniny, zmieniajgc jej lepkos¢ i1 nadajac zelowe zachowanie. Wiele srodkow
powierzchniowo czynnych wykorzystywanych w przemysle kosmetycznym, takich
jak: Sodium Lauryl Sulfate (SLS), Sodium Laureth Sulfate (SLES), Sodium Coco
Sulfate (SCS) czy betaina w czystych roztworach wodnych, stanowig nisko lepkie
mieszaniny, natomiast po zapewnieniu odpowiednich warunkow sg zdolne do
zelowania. W ich przypadku wystarczy np. dodatek soli, ktéry prowadzi
do reorganizacji miceli np. poprzez zmian¢ ich ksztaltu 1 przestrzennego
rozmieszczenia, w skutek odpychania pomiedzy natadowanymi grupami $rodkow
powierzchniowo czynnych, prowadzac do formowania izotropowych miceli
cylindrycznych przypominajacych preciki [257].

2.7.1.3. Masé

Produktom w formie masci, z uwagi na swa thusta postac, dos¢ cigzko jej sie przebic¢
na rynek kosmetyczny, jednak w wielu przypadkach znajduja zastosowanie w farmacji,
gdzie wskazuje si¢ na jej atrakcyjne cechy np. ulatwiania uwalniania z postaci produktu, czy
tatwiejszego przenikania niektorych substancji aktywnej w glab skory [203], [204], [258].
Zarowno dostepnos¢ farmaceutyczna, jak i dostepnos¢ biologiczna §wiadcza o skutecznos$ci
masci jako no$nika dla substancji aktywnych, gdzie dostgpnos¢ farmaceutyczna opisywana
jest jako kinetyka i stopien uwalniania substancji aktywnej, natomiast zdolno$¢ przenikania
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transepidermalnego, okreslana jest jako biodostepnos¢ [259], [260]. W kosmetyce, masci
wykorzystywane sa do pielegnacji skory problematycznej, bardzo suchej, atopowej,
sktonnej do podraznien lub przy innych patologicznych stanach, gdzie pozadana jest
odbudowa warstwy ochronnej skoéry lub pewien stopien okluzji. Ze wzglgdu na niewielka
liczbe sktadnikéw, poza nosnikiem, tej formie przypisuje si¢ niskie ryzyko uczulenia
1 podraznienia. Mascig okres$la si¢ homogeniczny uktad substancji w lepkiej formie polstate;j,
wystepujacy najczesciej w postaci mieszaniny zwigzkow lipofilowych lub emulsji W/O
o duzej zawartosci oleju [261]. Masci mozna podzieli¢ z uwagi na jej postaé
fizykochemiczng [258], [262] na:

e masci w postaci roztworow, gdzie substancje aktywne rozpuszczone sg w nosniku,
zwykle wykorzystuje si¢ roztwory nienasycone, aby zapobiec wytragcaniu podczas
przechowywania (np. masci mentolowe, z olejkami eterycznymi np. majerankowa
czy z witaminami),

e masci w postaci emulsji stanowig szczegdlny przykitad emulsji W/O, w ktoérych
zawarto$¢ fazy tluszczowej stanowi nawet 80 %. Wystepuje w postaci gestych,
thustych kremow,

e masci w postaci zawiesin stanowig uktad, w ktérym czastki stale zawieszone sg
w nosniku 1 nie rozpuszczajg si¢ w zadnym ze skladnikow formulacji. Substancje
stale zawarte w masciach powinny by¢ drobno sproszkowane lub zmikronizowane,
tak by nie przekraczac srednicy 90 um [263], [203]. Uktady te mogg by¢ dwufazowe,
gdy substancja nierozpuszczalna zawieszona jest w bazie produktu stanowigcej
uktad jednorodny lub wielofazowe, gdy bazg stanowi podloze emulsyjne.
W przypadku, gdy objetos¢ czastek stalych przekracza 40 % objetosci catej masy
produktu takg forme okresla si¢ jako pasta [203].

2.7.1.4. Inne postaci kosmetykow

Réznorodnos¢ postaci kosmetycznych pozwala na wielokierunkowe manipulacje
wiasciwosciami fizykochemicznymi 1 sensorycznymi produktow, w zakresie ich aplikacji
1 dziatania. Poza wczes$niej] wspomnianymi formami produktow na rynku kosmetycznym
dostepne sa takze kosmetyki w postaci pltynnej, cial statych i aerozole [264]. Ptyny obejmuja
przede wszystkim toniki, ptyny oczyszczajace ze spieniaczem, wody lamelarne, ptyny
micelarne, plukanki i wcierki do wlosow, olejki do masazu, hydrolaty do twarzy i ciala,
w ktorych nos$nik dla substancji aktywnych stanowi woda, olej lub rozpuszczalniki
organiczne. Najczgsciej sg to produkty jednofazowe, w ktérych rozpuszczone sg sktadniki
aktywne, cho¢ dostgpne sa takze, szczegdlnie w przypadku produktéw do demakijazu i do
pielegnacji wlosow, plyny dwufazowe z widoczng granica faz. Inny przyktad réznorodnosci
form aplikacyjnych stanowig produkty w postaci stalej, do ktorej wliczaja si¢ wszystkie
twarde mydta, szampony 1 odzywki w kostce czy kule kapielowe, ktore przeznaczone sg do
uzytku po uprzednim rozcienczeniu woda. Kolejna grupe postaci wyrobow kosmetycznych
stanowig aerozole wystepujace w postaci sprgzonych pod cisnieniem gazéw. W tej grupie
znajduja si¢ lakiery do wlosow, dezodoranty, suche szampony, produkty do wtosow 1 stop,
ktére charakteryzuja si¢ duza wydajnos$cia przy jednoczesnie tatwej aplikacji.
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2.8. Aspekty prawne i bezpieczenstwo

Opracowywane formulacje z uwagi na ich aplikacje 1 przeznaczenie do
bezposredniego kontaktu ze skérg moga stanowié potencjalne zagrozenie dla zdrowia
konsumentéw [265], [266]. Aby temu zapobiec branza kosmetyczna podlega szeregowi
restrykcyjnych regulacji prawnych, zgodnie z ktorymi nalezy postepowaé podczas
wszystkich etapéw wprowadzania produktu na rynek i obrotu nim. Obowigzujace w Polsce
regulacje znajduja si¢ w dwoch zasadniczych aktach prawnych, na poziomie krajowym
normy przedstawione s3 w Ustawie o Produktach Kosmetycznych z dnia 4 paZzdziernika
2018 r.,, Dz.U. 2018 poz. 2227., natomiast na poziomie unijnym w Rozporzadzeniu
Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) Nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r.
dotyczacym produktow kosmetycznych. Powyzsze dokumenty, poza ogdlnymi wytycznymi
dotyczacymi oznakowania, odpowiedzialnos$ci 1 koniecznosci niektorych badan, precyzyjnie
wskazujg sktadniki kosmetyczne, ktore objete sg ograniczeniami stosowania (dotyczace ich
dopuszczalnych stezen) oraz wskazujg list¢ substancji zakazanych. Listy sg czesto
aktualizowane przez Komisj¢ Europejska, na podstawie nowych badan i doniesien, dlatego
ogromny wplyw na bezpieczenstwo stosowania produktow ma monitorowanie
wprowadzanych zmian legislacyjnych. Dla uregulowania procedur panujacych podczas
produkcji kosmetykow w krajach Unii Europejskiej wprowadzone zostaly zasady
okreslajagce Standardy Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GMP — ang. Good Manufacturing
Practice), ktore opublikowane zostaly w Dzienniku Urzgdowym Unii Europejskiej, a do ich
stosowania obliguje rowniez wyzej wymienione Rozporzadzenie 1223/2009. Zasady ujete
w GMP obejmujg catkowita kontrole przestrzegania higieny w miejscu pracy i dbania
o jakos¢ produktu, poczynajac od momentu zakupu surowcoOw, ich przechowywania,
produkcji masy kosmetycznej, konfekcjonowania, magazynowania gotowego produktu az
do jego sprzedazy na rynek [267]. Tworzone sg specjalistyczne procedury, obejmujgce caty
proces produkcji, zaréwno dla pracy maszyn, pracy zatrudnionych ludzi, jak i miejsca pracy.
Okreslajg one zasady 1 warunki konieczne do spelnienia, ktorych przestrzeganie zapewnia
wysoka kontrole nad pracg zakladu 1 wyeliminowanie Iub zminimalizowanie
przypadkowych zdarzen. Dla potwierdzenia bezpieczenstwa 1 jakosci produktu
kosmetycznego rozporzadzenie obliguje réwniez osobg¢ odpowiedzialng do wykonania
szeregu badan wskazujacych czysto§¢ mikrobiologiczng, witasciwe zakonserwowanie,
warto$¢ potencjatlu draznigcego na podstawie badan dermatologicznych, stabilno$¢ produktu
kosmetycznego i jego kompatybilno$¢ z opakowaniem, wilasciwosci aplikacyjne oraz
calkowita oceng bezpieczenstwa produktu w oparciu o analiz¢ toksykologiczng formulacji
1 uzyskane wyzej wymienione badania produktu [268]. Kazdy podmiot petniacy funkcje
osoby odpowiedzialnej zobowigzany jest takze do =zarejestrowania produktu za
posrednictwem portalu CPNP (ang. Cosmetic Products Notification Portal) przed
wprowadzeniem go do obrotu na terenie krajéw Unii Europejskie;.
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2.8.1. Badania mikrobiologiczne i testy konserwacji

Czysto$¢ produktow kosmetycznych jest kluczowym parametrem po§wiadczajacym
wymagany stopien jakos$ci zapewniajacy konsumentom bezpieczenstwo stosowania. Aby ja
potwierdzi¢ przeprowadzane sg testy mikrobiologiczne, w tym podstawowe i obligatoryjne
badanie czysto$ci mikrobiologicznej dla wszystkich produktow kosmetycznych oraz testy
konserwacji, ktére w niektorych przypadkach moga zostaé pominiete [269]. W przypadku
okreslenia czystosci mikrobiologicznej badania maja za zadanie potwierdzié, ze kosmetyk
jest wolny od mikroorganizméw lub nie zostalty w nim przekroczone dopuszczalne limity
[270]. W tym przypadku chodzi o wykrycie skazen pierwotnych, ktoére mogly pojawic¢ si¢
w produkcie w skutek uzycia zanieczyszczonych surowcow oraz zanieczyszczenia podczas
procesu produkcji lub konfekcjonowania. Pracujac zgodnie z dobra praktyka produkcji,
zakazenia na poziomie samego procesu produkcyjnego zwykle si¢ nie zdarzaja, jednak warto
zwroci¢ uwage na potencjalne zagrozenia. Zakazenia mogg wynika¢ z niedostatecznej
higieny w miejscu pracy zwigzanej z niedoktadnym czyszczeniem sprzgtu uzywanego do
produkcji oraz nieprzestrzeganiem zasad panujacych podczas procesu, dlatego niezwykle
wazne jest przestrzeganie wszystkich procedur panujacych w zaktadzie 1 w razie potrzeby
ich biezaca aktualizacja [271], [272]. Potencjalnym Zrédlem infekcji moga by¢ réwniez
surowce o duzej zawartosci wody, ktore stanowig doskonate medium do rozwoju
mikroorganizmow, szczegoOlnie w przypadku, gdy surowiec uzywany jest wielokrotnie,
w pewnych odstepach czasu a jego opakowanie jest wielokrotnie otwierane narazajac na
ponowa mozliwos¢ jego zainfekowania [273]. Produkty pochodzenia ro§linnego, z uwagi na
znaczng ilo$¢ zwigzkow organicznych, r6znorodnos¢ ich pochodzenia, metod pozyskiwania,
przechowywania i1 przetwarzania podobnie, jak surowce o wysokiej hydratacji moga
stanowi¢ potencjalne zrddto niebezpieczenstwa skazenia mikrobiologicznego nawet juz
w trakcie pozyskiwania materiatu roslinnego do ekstrakcji [274]. Surowce, ktore moglyby
stanowi¢ potencjalne zagrozenie, dystrybutorzy zabezpieczaja konserwantami 1 innymi
dodatkami, ktore majg za zadanie zapewni¢ im stabilno$¢ mikrobiologiczng w calym
zakresie terminu przydatnosci do uzycia [275]. Rzetelni dystrybutorzy wraz z surowcami
dostarczajg cala dokumentacje dotyczaca bezpieczenstwa, wykorzystania i technologii.
W celu unikniecia pozniejszych komplikacji, warto si¢ z nimi doktadnie zapozna¢ przed
wyborem danego surowca. Aby sprawdzi¢ czysto§¢ mikrobiologiczng produktu
przeprowadza si¢ analizy iloSciowe oraz jako$ciowe pozwalajace na wykrycie obecno$ci
i identyfikacj¢ niepozadanych tlenowych bakterii mezofilnych, drozdzy 1 innych
mikroorganizméw chorobotworczych, takich jak: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa 1 Candida albicans [276], [277], [278], [279]. Drugi rodzaj
wystepujacych infekcji stanowig zakazenia wtorne, ktore zwigzane sg z zanieczyszczeniem
produktu podczas jego uzytkowania, co moze wigzac si¢ z brakiem obecno$ci konserwantu,
jego zlym doborem lub niewlasciwym stezeniem [275]. Wigkszo$¢ produktow, dla
zapewnienia bezpieczenstwa ich stosowania, wymaga w swoim skladzie obecnosci
konserwantow, cho¢ istnieja pewne grupy produktéw, ktore okresla si¢ mianem niskiego
ryzyka mikrobiologicznego. Produkty te sag zwykle odporne na zanieczyszczenia z uwagi na
wyjatkowo niekorzystne srodowisko do rozwoju mikroorganizmow, jak skrajne wartosci
pH, niska aktywno$¢ wody, czy odpowiednia zawarto$§¢ alkoholu [269]. W przypadku
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wykazania w produkcie cech niskiego ryzyka mikrobiologicznego zgodnie z normg ISO
29621:2017, zakonserwowanie i testy konserwacji moga zosta¢ pomini¢te. W przypadku
produktow znajdujacych si¢ w grupie ryzyka mikrobiologicznego konieczne jest
przeprowadzenie testu zakonserwowania produktu, ktérego zadaniem jest potwierdzenie
zdolno$ci zastosowanego konserwantu w konkretnym stezeniu do zabezpieczenia produktu
przed wtornym zakazeniem [275]. W tym celu prowadzone sg testy obcigzeniowe polegajace
na celowej kontaminacji produktu wybranymi szczepami patogendéw, a nastepnie obserwacji
redukcji patogenéw w czasie. Uzywanie skazonego produktu moze by¢ bardzo
niebezpieczne dla konsumentow 1 prowadzi¢ do uszczerbku na zdrowiu [272], [280], [281],
[282]. Z uwagi na obecnos¢ patogendw, produkt poza mozliwoscig utraty swoich
wlasciwosci, moze podlega¢ pewnym zmianom fizykochemicznym np. zmianom pH na
skutek produkcji metabolitow przez obecne w produkcie mikroorganizmy [272]. Obecnos¢
patogenow moze wywotywac zakazenia skory oraz bton §luzowych i oczu, prowadzi¢ do
podraznienia, zaczerwienienia, obrzgkow czy uszkodzen naskorka, a takze dalszych
konsekwencji zdrowotnych [283]. Z tego powodu niezwykle istotne jest uwzglednianie
wszystkich procedur produkcyjnych, korzystanie z surowcoéw pochodzacych z rzetelnych
zrodet oraz sumienne prowadzenie badan, nie tylko przed wdrozeniem, ale réwniez podczas
kontroli jakosci kazdej partii produktu kosmetycznego.

2.8.2. Badania dermatologiczne

Kolejnym etapem procedury potwierdzajacej bezpieczenstwo stosowania produktu
kosmetycznego jest badanie dermatologiczne, polegajace na ocenie potencjatu draznigcego
1 alergizujgcego gotowej formulacji [268]. Z uwagi na indywidualng wrazliwos¢ ludzi na
kontakt z substancjami chemicznymi, kazdy kosmetyk moze stanowi¢ potencjalne zrdodto
zagrozenia zdrowia. Pomimo przestrzegania restrykcyjnych procedur dopuszczajacych
produkty do obrotu stale sg zglaszane dziatania niepozadane ich stosowania, ktore
rozumiane s3 jako jakikolwiek niekorzystny wptyw na zdrowie ludzkie, bedacy wynikiem
normalnego lub dajacego si¢ racjonalnie przewidzie¢ stosowania produktu kosmetycznego
[284]. Efekty uboczne moga by¢ skutkiem draznigcego dziatania zawartych w produkcie
substancji, jak réwniez moga wykazywac charakter nadwrazliwosci osobniczej, okreslanej
jako powtarzalna, nieprawidlowa reakcja wywolywana w skutek ekspozycji na dany czynnik
w dawce dobrze tolerowanej przez osoby zdrowe [285], co oznacza, ze jako poditoze
wskazuje si¢ zarowno mechanizmy immunologiczne, czyli alergie 1 nieimmunologiczne —
nietolerancje i nadwrazliwosci niealergiczne. Formulacje kosmetykow zawieraja od kilku
do nawet kilkudziesigciu pojedynczych sktadnikéw, z ktérych u wielu wykazano
wlasciwosci draznigce lub alergizujace. Za szczegdlnie powszechnie wystepujace zwiazki
alergenne uwazane sg konserwanty [286], zwiazki chromu, kobaltu i1 niklu [287], sktadniki
kompozycji zapachowych, takie jak: limonen [288], cho¢ z uwagi na ztozonos$¢ sktadu
zwykle ciezko jest ustali¢, ktéry z jego komponentéw odpowiada za wystapienie dziatan
niepozadanych. Aby zminimalizowa¢ ryzyko dopuszczenia na rynek produktow mogacych
powodowac efekty uboczne, przed wdrozeniem przeprowadzane sg testy dermatologiczne.
Powszechnie w tym celu wykorzystuje si¢ naskorkowe testy platkowe tzw. patch test,
polegajace na aplikacji produktu na skore w specjalnych komorach, zabezpieczonych
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wodoodpornym, hipoalergicznym plastrem [289]. Odczytu dokonuje si¢ w ustalonych
odstepach czasu zwykle po 48, 72 godzinach od aplikacji. Badanie przeprowadzane jest pod
statg opiekg lekarza dermatologa, na grupie ochotnikow spetniajacych wymagania dotyczace
wlaczenia do badan. W przypadku prowadzenia testow na osobach, u ktérych nie
stwierdzono wystepowania alergii na ktorykolwiek ze sktadnikow badanego produktu,
potwierdza si¢, ze badany produkt jest dobrze tolerowany przez skér¢ normalng, natomiast
w przypadku niewykazania draznigcego potencjatu w badaniu prowadzonym na ochotnikach
ze zdiagnozowang skora pod katem atopii, alergii i reakcji kontaktowych wskazuje si¢ na
wlasciwosci hipoalergiczne 1 zalecenie do stosowania dla konsumentow ze skorg wrazliwa.

2.8.3. Badania stabilnosci i kompatybilnosci z opakowaniem

W teorii, stabilno$¢ obejmuje wiasciwosci danego uktadu, zapewniajagce mu powrot
do stanu réwnowagi, po ustaniu dziatania czynnika zaklocajacego [248]. W przypadku
produktéw kosmetycznych, stanowig one uktady, ktore musza charakteryzowac si¢ takimi
cechami odpornos$ci na dziatanie czynnikéw, zarowno wewnetrznych, jak 1 zewnetrznych,
ktore nie pozwolg zachwia¢ jego pierwotnego stanu, co oznacza, ze produkty kosmetyczne
powinny by¢ trwate, niepodatne na zmiany 1 wplyw czynnikow endo- i egzogennych
podczas calego czasu przydatnosci do uzycia [290]. Jako zmiany, w tym przypadku,
okreslane sg wszelkie wahania parametréw sensorycznych, najczesciej widoczne gotym
okiem (np. wyglad, zapach, konsystencja) oraz fizykochemicznych, czesto lezacych
u podtoza zmian sensorycznych, jednak zwykle niewidocznych wizualnie (np. pH, gestosc,
lepkos¢, aktywnos¢ wody, dezaktywacja substancji aktywnych, przeciwutleniaczy czy
zmniejszenie  skutecznosci  konserwantdw) zachodzace podczas calego okresu
przechowywania produktu. Znaczacy wplyw na stabilno$¢ gotowego produktu ma
zaprojektowana formulacja, czyli dobodr sktadnikow, ktore powinny tworzy¢ kompatybilng
mieszaning wraz z prawidlowo dobranym ukladem konserwujagcym dzialajacym
w odpowiednim pH, zapewniajacym, zarowno wlasciwe warunki dla dziatania konserwantu,
jak réwniez bezpieczenstwo stosowania na skore i btony §luzowe. Istotng role peini takze
walidacja procesu technologicznego i czyszczenia urzadzen, ktére moga stanowi¢ zrodto
niestabilno$ci. Nie bez znaczenia jest réwniez dobdr opakowania, ktéore powinno by¢
wyselekcjonowane w oparciu o rodzaj produktu oraz mozliwosci aplikacyjne, tak by jak
najbardziej zabezpieczy¢ mase kosmetyczng i ograniczy¢ dziatanie potencjalnych
czynnikow zakldcajacych jej stabilnos¢. Biorgc pod uwage powyzsze zatozenia, badanie
stabilnos$ci 1 kompatybilnos$ci produktu z opakowaniem obejmuje obserwacj¢ i oceng masy
kosmetycznej w okreslonym czasie 1 warunkach przechowywania imitujagcym racjonalnie
dajace si¢ przewidzie¢ warunki panujace podczas magazynowania, transportu
1 uzytkowania, majace na celu przewidzenie zdolnosci do zachowania jej stanu pierwotnego
w czasie catego ustalonego okresu przydatnosci. Z uwagi na ztozono$¢ badan w planowaniu
1 przeprowadzaniu badan stabilnos$ci warto wspomaoc si¢ dostepnymi przewodnikami, takimi
jak:

» [FSCC Monograph the Fundamentals of Stability Testing,
* ICH harmonized tripartite guideline stability testing,
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* WHO stability testing of active pharmaceutical ingredients and finished pharmaceutical
products,

» ISO/TR 18811:2018 cosmetics — guidelines on the stability testing of cosmetic
products,

» Cosmetics Europe guidelines on stability testing of cosmetic products,

w ktorych zawartych jest wiele cennych wskazowek i wytycznych pozwalajacych na
prowadzenie rzetelnych testow, a takze ulatwiajacych dobor odpowiednich warunkow
1 czasu badan. Testy stabilno$ci wraz z badaniami mikrobiologicznymi pozwalaja na
ustalenie terminu przydatnosci analizowanego produktu, ktory zgodnie z rozporzadzeniem
1223/2009 musi by¢ umieszczony na etykiecie z jednoznacznie wskazang data. Wyjatkiem
od tej reguty jest produkt, dla ktorego termin przydatnosci przekracza 30 miesiecy, wtedy
na opakowaniu podawany jest czas, w jakim produkt po otwarciu jest bezpieczny dla
konsumenta. Dla takich produktéw badanie stabilnosci prowadzone jest pod katem PAO
(ang. Period After Opening), i obejmuje badanie trwato$ci produktu w warunkach
imitujacych jego uzytkowanie. Z uwagi na ztozono$¢ mieszanin z jakimi obecnie mamy do
czynienia na rynku kosmetycznym, podczas prowadzenia badan stabilnosci, do kazdego
produktu nalezy podej$¢ indywidulanie 1 wybra¢ takie warunki 1 czas badania, Zzeby moc
jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy produkt podczas uzywania i przechowywania
bedzie stabilny. Zrozumienie przyczyn pojawiajacych si¢ niestabilno$ci pozwala na
zaprojektowaniu takiego produktu 1 doboru takiego opakowania lub wprowadzenie innych
zmian w produkcie czy procesie, ktore zapewnig bezpieczenstwo i1 zadowolenie
konsumentow.

2.8.3.1. Testy w komorach klimatycznych

Badanie stabilnosci i kompatybilnosci produktu z opakowaniem jest kluczowym
elementem bezpieczenstwa produktu kosmetycznego, pozwala okresli¢ trwatos$¢ 1 odpornosé¢
gotowego produktu na procesy starzenia wynikajace z dziatania, zard6wno czynnikow
wewnetrznych, jak i zewnetrznych. W celu przeprowadzenia testow stabilnosciowych,
w tym dlugookresowych w czasie rzeczywistym, przyspieszonych testow starzeniowych,
czy testow odporno$ci na skrajne warunki wykorzystywane sa komory klimatyczne,
pozwalajace na wytworzenie, utrzymanie i monitorowanie danego, $cisle okreslonego
mikroklimatu podczas trwania calego badania [291]. W komorach klimatycznych
z tatwoscia mozna osiaggna¢ okre§lone warunki, np. $rodowiska naturalnego
z uwzglednieniem réznic migdzy porami dnia, czy tez zmian nastepujacych zgodnie
zporami roku, jak rowniez sztucznych warunkdéw w szerokim zakresie temperatur,
wilgotnosci, ci$nienia, promieniowania oraz wielu innych parametréw. Obecnie, dostgpne
na rynku komory klimatyczne sg wysoce zaawansowanymi urzadzeniami pozwalajacymi na
pracg zgodnie ze standardami GMP odnos$nie kontroli i rejestrowania warunkéw w kazdej
chwili badania oraz sg wyposazone w dodatkowe systemy zabezpieczajace przed ich
niekontrolowanymi zmianami. Mozliwo$¢ regulacji warto$ci zadanych parametrow
1 precyzyjnego ich utrzymywania przez dtugi czas, czesto przekraczajacy kilka miesiecy,
umozliwia przeprowadzenie rzetelnej oceny wplywu czynnikow zewngtrznych na procesy
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starzenia si¢ badanych produktow, jak rowniez jego stabilno$¢. Wedtug prawa Arrheniusa
szybko$¢ zachodzacych reakcji podwaja si¢ wraz ze wzrostem temperatury o kazde 10 °C,
natomiast zgodnie z regula van’t Hoff’a wraz ze wzrostem temperatury
wzrasta $rednia predkos¢ czastek, ich energia kinetyczna oraz liczba efektywnych zderzen,
przypisujac wzrostowi temperatury o 10 °C, nawet 2 - 4-krotnie przyspieszenie szybkosci
reakcji [291]. W zwiazku z powyzszymi regutami, w praktyce czgsto przyjmuje sie, ze
produkt przechowywany przez okres od 8 do 12 tygodni w temperaturze ok. 45 °C, ktory
nie wskazuje na zachodzace w nim znaczace zmiany wzgledem specyfikacji, jest
wyznacznikiem stabilno$ci przez 2 lata w warunkach temperatury pokojowej [248], [291].
W bardziej skomplikowanych przypadkach (produkty wielosktadnikowe), gdzie znacznie
trudniej jest przewidzie¢ zachodzace reakcje, przyjmuje si¢, ze ich stabilno$¢ przy
przechowywaniu przez 12 tygodni w temperaturze ok. 40 °C, bedzie odpowiada¢ rocznej
stabilno$ci w temperaturze pokojowej. Produkty przechowywane w komorach stabilnosci,
najczescie] po okresie sezonowania, poddawane sg analizom z wykorzystaniem metod
organoleptycznych, pomiaréw fizykochemicznych 1 analitycznych w celu wykazania
zachodzacych zmian.

2.8.3.2. Ocena organoleptyczna

Ocena organoleptyczna stanowi podstawowa metode oceny stabilnos$ci produktow
kosmetycznych obejmujaca subiektywng opini¢ osoby dokonujacej analizy produktow na
podstawie doswiadczen 1 odczu¢ sensorycznych, poprzez wykorzystanie zmystow wzroku,
dotyku, smaku, zapachu i1 dzwicku [292]. Duza wada oceny sensorycznej jest jej
subiektywizm, dlatego analizy powinny by¢ wykonywane przez przeszkolonych
oceniajacych lub grupe ekspertow, ktorzy korzystaja z ustalonych kryteriow oceny celem
uzyskania miarodajnych wynikow [293]. Metody oceny organoleptycznej, pod katem badan
stabilnos$ci, obejmuja analiz¢ opisowg oraz poréwnawcza, gdzie na poczatku badan
dokonywana jest charakterystyka sensoryczna analizowanego produktu, a nast¢pnie po
okresie sezonowania w okreslonych warunkach, oceniajagcy porownuje produkt z jego
probka referencyjna, sprawdzajac zgodno$¢ obu opisdw. Na powtarzalno$¢ oceny
organoleptycznej i rzetelno$¢ jej wynikéw, w odniesieniu do oceny stabilnosci kosmetykow,
wptywa wiele czynnikéw, takich jak: stan zdrowia osoby dokonujacej oceny, szczegolnie
samopoczucie fizyczne 1 psychiczne wplywajace na wrazliwo$¢ zmystowa oraz warunki
w jakich prowadzone jest badanie, w tym miejsce, o$wietlenie, temperatura, pora dnia
1 wiele innych [292]. Badanie sensoryczne stanowi istotng cze$¢ procesu produkcyjnego,
pomagajac juz na réznych etapach: (i) w ocenie produktu pod katem jego atrakcyjnosci
1 ustaleniu jego sensorycznych standardéw jakos$ciowych przed wdrozeniem na rynek, (ii)
sprawdzeniu jego stabilno$ci podczas procesu wdrazania, a takze (iii) w kontroli jakosci
podczas wytwarzania kolejnych partii. W przypadku kosmetykow ze wzgledow
praktycznych oraz bezpieczenstwa, do oceny sensorycznej, wykorzystuje si¢ jedynie wzrok,
zapach oraz dotyk, ktére zgodnie z przeznaczeniem produktu tacznie dajg wystarczajacy
obraz produktu i jego aplikacji do stwierdzenia wystapienia zmian w produkcie wzgledem
probki referencyjnej. W celu opracowania charakterystyki sensorycznej pod uwagg brane sa
wiasciwosci produktu [294]:
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o wyglad — okreslajacy grupe wiasciwosci produktu, ktéore mozna zauwazy¢ golym
okiem, opisujacych wizualne cechy masy kosmetycznej, w tym jej kolor pod katem
barwy, polysku i jednolito$ci w catej objetosci. Produkt oceniany jest pod katem
widocznej niejednorodnosci masy i obecnosci zanieczyszczen mechanicznych oraz
rozwarstwienia faz,

e zapach — obejmujacy cechy produktu wyczuwalne przy pomocy wechu, wykrywanie
nut zapachowych, trwato$¢ i intensywnos¢. Szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na
pojawienie si¢ obcych nut zapachowych, czy utratg¢ intensywnosci pierwotnego
zapachu,

o tekstura — bedaca formg wiasciwosci strukturalnych 1 reologicznych masy
kosmetyku, ze zwroceniem szczeg6lnej uwagi na konsystencje, w tym jej gtadkos¢,
obecnos¢ grudek, rozsmarowywalnosc.

Wszelkie odchylenia od stanu pierwotnego, takie jak: pojawienie si¢ rozwarstwien,
stracen, obecno$ci dodatkowych faz, zmiany koloru czy obecnos$¢ grudek wskazuja na
niestabilno$¢ ocenianego produktu 1 jego nieprzydatno$¢ do uzycia, cho¢ w niektorych
przypadkach, o ile zachodzace w produkcie zmiany s3 jedynie wadg sensoryczng i nie
zagrazaja bezpieczenstwu jego stosowania, nie stanowig kryterium niedopuszczenia do
obrotu. Pojawiajace si¢ zmiany moga $wiadczy¢ o niewlasciwym doborze surowcow, ich
ztej jakosci lub niedostatecznym zabezpieczeniu produktu przed utlenianiem, rozpadem
termicznym lub hydroliza sktadnikow prowadzacych do ich degradacji i dezaktywacji [295].

2.833. pH

Warto§¢ pH stanowi podstawowy parametr fizjologiczny skory majacy
odzwierciedlenie w jej kondycji 1 utrzymaniu funkcji barierowosci, a tym samym odnosi si¢
do bezpieczenstwa uzytkowania kosmetykow [296]. Prawidlowe pH skory jest kwasowe
i wynosi srednio od 4,1 do 5,8, cho¢ warto mie¢ na uwadze, ze jest to parametr swoisty
I moze si¢ rozni¢ w zalezno$ci od wieku, plci, rasy i innych czynnikéw srodowiskowych
[297], [298]. W zwiazku z korelacjg pH naskorka z utrzymaniem funkcji ochronnej i statego
mikrobiomu stosowanie kosmetykow o niekompatybilnym z powierzchnig skéry pH, moze
mie¢ niekorzystny wptyw na stan naskorka, a nawet pojawienie si¢ podraznien infekcji
i stanow zapalnych [299], [300]. Pomiar pH polega na okresleniu stopnia kwasowosci lub
zasadowosci produktow, na podstawie aktywnos$ci jonow wodorowych, ktdrg ocenia sig¢
poprzez pomiar sity elektromotorycznej dzigki sondzie zbudowanej z dwdch elektrod:
wskaznikowej, ktorej potencjal zalezy od st¢zenia jonéw wodorowych 1 elektrody
referencyjnej, o stalym potencjale w czasie trwania pomiaréw [301]. W zwiazku z tym, Ze
pomiar pH ma zastosowanie jedynie w odniesieniu do roztworow wodnych w przypadku
kosmetykow, odpowiednio mozna wobec powyzszego analizowa¢ pH w formulacjach
wodnych i emulsjach O/W. W przypadku formulacji bezwodnych lub o niskiej zawartosci
wody do oceny parametrow fizykochemicznych wykorzystywane sa pozostale metody
instrumentalne. Pierwotnie kosmetyki do pielegnacji twarzy i ciala wdrazane na rynek
powinny mie¢ wyregulowane pH, tak by nie wptywaé na zaburzenie fizjologicznych
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parametréw skory. Nie zawsze jest to jednak mozliwe z uwagi na obecnos$¢ sktadnikow np.
kwasowych (w przypadku produktow zhluszczajacych) lub buforujacych, gdzie proby
regulacji pH skonczylyby sie dezaktywacja dziatania produktu Ilub destabilizacja
reologiczng. W takich przypadkach, zgodnie z zaleceniami zawartymi w rozporzadzeniu
0 kosmetykach, na opakowaniach umieszcza si¢ specjalne ostrzezenia dotyczgce zawartoSci
produktu 1 jego stosowania [268]. Problem stanowig produkty, ktore poczatkowo
charakteryzuja si¢ wlasciwg wartoscia pH dla stosowania na skorg, jednak w czasie
przechowywania dochodzi do drastycznych zmian. Takie przemiany swiadcza o ewidentnej
niestabilnosci produktu, ktéra moze by¢ wynikiem reakcji zachodzacych w masie
kosmetycznej, jak réwniez wzrostu mikroorganizmow, ktoérych obecnos¢ i wytwarzanych
przez nie metabolitow powoduje zmiany pH. Ustabilizowane pH w produkcie
kosmetycznym przy codziennym stosowaniu moze przyczyni¢ si¢ do utrzymania zdrowia
skory poprzez korygowanie jej wartosci pH, a w przypadku wystapienia stanow
chorobowych moze stanowi¢ tez narzedzie terapeutyczne pomagajace w przywracaniu
prawidtowej bariery ochronnej skory [302].

2.8.3.4. Lepkosé

Lepko$¢ stanowi istotny parametr opisujagcy wiasciwosci masy kosmetycznej
Z uwagi na wptyw na kinetyke przenikania substancji z formulacji przez kolejne warstwy
naskorka oraz nadanie odpowiednich cech aplikacyjnych, w tym rozsmarowanie produktu
czy tatwo$¢ wydostania z opakowania np. tubki. Lepkos$cig okreslana jest charakterystyczna
wlasciwos¢, specyficzna dla cieklych uktadéw, obejmujgca wystgpowanie oporéow
przeplywu podczas plynigcia, ktore sg skutkiem sit tarcia wewnetrznego pomigdzy
przesuwajacymi si¢ wzgledem siebie warstwami czgsteczek tworzacych uktad. Zdolnos¢
ptynéw do przenoszenia napre¢zen stycznych obserwowalna jest wytacznie podczas ruchu
i stanowi odpowiednik wspoétczynnika tarcia wystepujacego w przypadku ukladu ciat
statych. Lepko$¢ wyrazana jest w postaci sity stycznej na jednostke powierzchni niezbedne;j
do rownoleglego przesuniecia sie¢ wzgledem siebie warstw cieczy przy predkosci 1 m/s, na
odlegltos¢ 1 m.

o Lepko$¢ dynamiczna — bedaca miarg przeptywu, okreslajaca stosunek naprezen
Scinajagcych do szybkosci S$cinania (Rownanie 1) wyrazona w ukladzie SI
w Paskalosekundach [kg/(m*s)] lub w uktadzie CGS jako Puaz [Pa*s]

Roéwnanie 1. Réwnanie opisujace lepkos¢ dynamicznag

dv
n="1/(3)
gdzie:
1N - wspotczynnik lepkosci dynamiczne;,
T - naprgzenia styczne,
dv/dx — szybko$¢ Scinana okreslana stosunkiem gradientu predkosci do odleglosci
przesunigcia.
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o Lepkos¢ kinematyczna — opisujaca korelacje pomigdzy lepkoscia dynamiczng
i gesto$cig badanej substancji, wyrazona w ukladzie SI w [m?/s] lub w uktadzie CGS
jako Stokes [cm?%/s] (Rownanie 2).

Rownanie 2. Rownanie opisujace lepko$¢ kinematyczna

v=mn/p
gdzie:
V - lepkos¢ kinematyczna,
1N - wspotczynnik lepkosci dynamicznej,
p - gestos$¢ substancii.

e Lepkos¢ wzgledna — okreslajaca stosunek lepkosci dynamicznej badanej substancji
do lepkos$ci dynamicznej wzorca, wyznaczana najczgsciej poprzez poroéwnanie czasu
wypltywu obu cieczy przez kubek wypltywowy lub przy pomocy lepkosciomierza
porownawczego.

Lepko$¢ cieczy zwigzana jest z oddzialywaniami miedzyczasteczkowymi, gdzie
powstajace opory cieczy powodowane sg wzajemnym przycigganiem czasteczek w uktadzie.
W zwiazku z wptywem temperatury na energi¢ kinetyczng czasteczek i ich sity przyciggania,
wartos¢ lepkosci substancji w duzej mierze uzalezniona jest od temperatury, dlatego podczas
prezentowania wynikOw konieczne jest podanie, w jakiej temperaturze wykonano
oznaczenie [303]. Do pomiaru lepko$ci wykorzystywane sg wiskozymetry, z ktorych
najpopularniejsze to [304]:

e wiskozymetry kapilarne, mierzace czas przeptywu cieczy przez skalibrowang rurke
kapilarna,

e wiskozymetry rotacyjne, analizujgce site oporu, jakg wywoluje badana ciecz
umieszczona pomigdzy dwoma umieszczonymi wspotosiowo cylindrami
(wrzecionami) wprawionymi w ruch obrotowy,

e reowiskozymetry, okreslajace czas opadania, najczgsciej pod wplywem sily
cigzkosci, standaryzowanej kulki w przezroczystej rurce wypetnionej badang
substancjg.

W badaniu lepkosci produktow kosmetycznych najczesciej wykorzystuje si¢
pomiary lepkosci dynamicznej [305] przy pomocy wiskozymetréw rotacyjnych, w ktorych
miarg lepkosci cieczy jest predkos¢ obrotowa, wskazana po przylozeniu okreslonego
momentu obrotowego. Warto$¢ wskazan wiskozymetru zalezna jest od szybkosci, ksztattu
i wielko$ci wrzeciona, ktorych odpowiednia kombinacja zapewnia szeroki zakres
mozliwo$ci pomiarowych. Wiskozymetry rotacyjne charakteryzuja si¢ duza doktadnos$cia
I mozliwoscig analizowania substancji w réznych postaciach kosmetycznych: od ptynnych
emulsji czy zeli do polstatych form masciowych, dzieki czemu sa powszechnie
wykorzystywane w przemysle kosmetycznym i1 badaniach rozwojowych do kontroli jako$ci
wytwarzanych form [306], [307].
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2.8.3.5. Gestos¢

Gestoscig okresla sie stosunek masy badanej substancji do objetosci jakg zajmuje
(Réwnanie 3) [308]. Wyrazana jest w jednostkach wg uktadu SI [kg/m?] lub wg uktadu CGS
[g9/cm®] czy [g/ml] i jest wartoscia stala dla danej substancji, w okreslonych warunkach
otoczenia: temperatury i ci$nienia.

Rownanie 3. Rownanie podstawowe opisujace gestos¢ substancji

gdzie:

d - gestose,

ms - masa badanej substancji,
Vs - objetos¢ badanej substanc;i.

W przypadku cieczy i1 cial stalych zmiany gestosci powodowane réznicami
czynnikéw fizycznych nie sg tak znaczne, jak w przypadku gazdéw, co czesto jest
wykorzystywane w kosmetykach w sprayu pakowanych pod ci$nieniem, aby zajmowaty
mniejszg objeto$¢ i by zyska¢ znaczne upakowanie opakowania substancjg [309], [310].
Potocznie, w jezyku polskim, czesto gestos¢ mylona jest z lepkosciag substancji i jako geste
okreslane sg substancje o wigkszych oporach ptyniecia, ktore cigzko zmieszaé. Warto
natomiast zwroci¢ uwage na fakt, ze gesto$¢ ma zwigzek z cigzarem substancji, a nie jej
zdolnoscig do plyniecia [311]. Informacja o gestosci stanowi cenng wskazowke,
pozwalajaca na identyfikacje substancji, cho¢ pomimo dostgpnosci wielu tabeli gestosci
wybranych substancji, wiele catkiem réznych fizykochemicznie substancji moze posiadaé
zblizone gestosci. W kosmetykach wiedza o gestosci poczatkowej masy produktu
i obserwowanie zachodzacych zmian, czgsto wykorzystywane jest podczas badan kontroli
jakosci gotowych wyrobow, oceny stabilnosci 1 jednorodnosci produktu oraz podczas badan
surowcow, CO pozwala na okreslenie ich jakosci. Zmiany gestosci informujg, w tym
przypadku, o zachodzacych zmianach na poziomie czasteczkowym, ktore zachodza
w skutek starzenia produktu lub obecno$ci zanieczyszczen lub mikroorganizmow i ich
metabolitow [305]. Do okreslenia gestosci najcze$ciej wykorzystuje si¢ procedury
grawimetryczne, opierajace si¢ na sile wyporu lub metody piknometryczne.
W przypadku kosmetykdéw, z uwagi na tatwo$¢ oznaczenia, najczegsciej wykorzystuje sie
szklane lub metalowe piknometry, czyli specjalne kalibrowane pojemniki o znanej objgtosci.
Pomiar polega na zwazeniu masy produktu i wyliczeniu gegstosci na podstawie znanej
objetosci naczynia pomiarowego (piknometru). W oznaczeniach wykonywanych przy
pomocy wagi najczesciej uwzglednia si¢ wspolczynnik korygujacy masy (0,99985) do
przeliczenia wagi z uwzglgdnieniem ci$nienia atmosferycznego i gestos¢ powietrza (0,0012)
z uwagi na wykonywanie pomiaru w powietrzu, gdzie podstawowy wzor ulega
przeksztalceniu do (Rownanie 4) [312]:
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Rownanie 4. Rownanie opisujace gestos¢ z uwzglednieniem ciSnienia atmosferycznego
i gestosci powietrza

1’rlS
d= 0,999857 + 0,0012

S

Posrod badan kosmetykdéw oznaczenie gestosci najczesciej wykonuje si¢ dla form
ptynnych, péiptynnych i statych w postaci proszkow czy granulek. Dla form statych np. soli
do kapieli, pudrow, glinek okreslana jest gesto$¢ nasypowa okreslajaca liczbe czastek
zawartych w mierzonej objetosci z uwzglednieniem pustych przestrzeni pomiedzy
czasteczkami wypelnionymi powietrzem. Gesto$¢ nasypowa jednego surowca moze byc¢
rozna w zaleznosci od sposobu mierzenia, gdzie kazde wstrzasnigcie masa powodujace
zmiang¢ utozenia czasteczek wzgledem siebie moze zmienia¢ 110$¢ czasteczek zajmujacych
dang objetos¢, a tym samym jego gestos¢ nasypowsa [313].

2.8.3.6. Aktywnos$¢ wody

Woda jest jednym z najwazniejszych czynnikdw warunkujagcych wzrost
drobnoustrojow, dlatego ilos¢ dostepnej, niezwigzanej w produkcie wody jest parametrem
informujagcym o ryzyku mikrobiologicznym. Niektore substancje w produkcie ulegaja
hydratacji, gdzie zwigkszajac sity miedzyczasteczkowe, wigzg czasteczki wody 1 tworza
wodne otoczki wokot czasteczek oraz jonéw rozpuszczonych w wodzie. Takie zwigzanie
zawartej w produkcie wody ogranicza jej dostgpno$é, dlatego ilos¢ wody dostarczone;j
podczas procesu produkcyjnego nie jest rOwna zawartosci wody aktywnej. Aktywnos¢ wody
nazywana réwnowagowg wilgotnoscia wzgledng obliczana jest na podstawie ilorazu
preznosci pary wodnej nad badang substancja do pre¢znosci pary wodnej nad czystg
chemicznie wodg mierzone w tych samych warunkach atmosferycznych (Rownanie 5)
[314], [315].

Roéwnanie 5. Réwnanie opisujgace aktywno$¢ wody

a= ()
" \p, P,T

gdzie:

aw - aktywnos¢ wody,

P, Po- odpowiednio prezno$¢ pary nad badang substancja i nad czystym rozpuszczalnikiem,
P, T - ci$nienie i temperatura otoczenia.

Aktywnos¢ wody dla czystej wody posiada warto$¢ rowng 1, natomiast wraz ze
wzrostem stezenia rozpuszczonych w niej zwiazkow aktywnos¢ wody spada, az do warto$ci
0 dla substancji pozbawionych wody [316]. Minimalna aktywno$¢ wody pozwalajgca na
wzrost wigkszo$ci mikroorganizméw wynosi 0,91, im blizej aktywnosci czystej wody tym
korzystniejsze sa warunki do rozwoju drobnoustrojow. Istniejg jednak gatunki, takie jak:
drozdze i1 grzyby strzepkowe zdolne do rozwoju przy znacznie nizszym poziomie wody
aktywnej 0,75 — 0,60, dlatego ten poziom przyjmuje si¢ za granic¢ produktow niskiego
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ryzyka mikrobiologicznego, przy ktorym nie obserwuje si¢ wzrostu mikroorganizmow
[271]. Aktywnos¢ wody produktu zawsze bedzie dazy¢ do osiggnigcia rownowagi
Z otaczajaca atmosfera, dlatego woda w czasie przechowywania i uzytkowania bedzie
migrowa¢ z 1 do produktu, az do uzyskania réwnowagi pomi¢dzy uktadami. Pomiaru
aktywnosci wody kosmetykéw dokonuje si¢ najczes$ciej przy pomocy higroskopu
zaopatrzonego w sonde wilgotnosci, okreslajacg procent wilgotnosci wzglednej (% RH), jaki
osigga masa produktu w stanie rownowagi w systemie zamkni¢tym i w stalej temperaturze
[315].

2.8.3.7. Stabilnos$¢ wirowkowa

Metoda badania stabilno$ci przy pomocy wirowki stanowi przydatng, prostg 1 szybka
metode analizy uktadéw fazowych, takich jak: emulsje czy heterozele, pozwalajacg na
przyspieszong ocen¢ masy produktu w czasie z wykorzystaniem dziatania sity odsrodkowe;.
Po odwirowaniu proby sa analizowane wizualnie pod katem niestabilnosci w postaci
rozwarstwien 1 oddzielenia faz. W zaleznos$ci od rodzaju badanej substancji dobierane sa
parametry wirowania, w tym predkos¢ i czas wirowania, cho¢ coraz czesciej laczy sie
stabilnos¢ wirdwkowa z testami temperaturowymi, gdzie wykorzystywane sa warunki
przyspieszajace potencjalne starzenie 1 ztamanie emulsji (oznaczenia prowadzi si¢
W podwyzszonej temperaturze) [317]. W dostgpnej literaturze mozna znalez¢ stosowanie
znacznie roznych parametréw wirowania, gdzie najczesciej jego czas wynosi od 10 minut
do 30 minut a predkosci wirowania wahaja si¢ od 3000 rpm do 5000 rpm [318], [319], [320].

2.8.3.8.  Stabilnos$¢ z wykorzystaniem wielokrotnego rozpraszania Swiatla

Z uwagi na coraz wi¢ksza predkos¢ wdrazania kosmetykow emulsyjnych na rynek,
najbardziej pozadane sg metody umozliwiajgce oceng dtugoterminowe;j stabilnosci produktu
w jak najkrotszym czasie, tak by mozna byto poming¢ wielomiesi¢czne obserwacje probek.
Intensywny rozwo0j w dziedzinie otrzymywania emulsji i1 technik analizy ich stabilnosci
doprowadzil do opracowania szeregu metod pozwalajacych na obserwacje zachodzacych
w emulsjach proceséw starzenia. Z uwagi na to, ze emulsje stanowig uktady dyspersyjne
zdolne do rozpraszania $wiatta do badania ich wlasciwos$ci coraz cz¢séciej wykorzystuje si¢
metody spektroskopowe umozliwiajace szybka i nieinwazyjng obserwacj¢ zachodzacych
zmian niewidocznych dla nieuzbrojonego oka. Urzadzenia, takie jak np. Turbiscan
wykorzystujace zjawisko wielokrotnego rozpraszania $wiatla (MLS ang. multiple light
scattering) umozliwiaja analiz¢ starzenia emulsji, w tym detekcj¢ zachodzacych zmian
i niestabilnosci, takich jak: $mietanowanie, sedymentacja, flokulacja czy koalescencja [321].
Dziatanie Turbiscanu obejmuje analiz¢ sposobu, w jaki promieniowanie jest rozpraszane
przez czasteczki na podstawie pomiaru intensywnos$ci wigzki $wiatta, przechodzacej przez
badang probke i z powrotem (wsteczne rozproszenie) oraz rejestracj¢ zachodzacych zmian.
Mozliwe jest to dzigki ruchomej glowicy zaopatrzonej w zrodto $wiatta z zakresu bliskiej
podczerwieni (A - 880 nm), zintegrowanej z dwoma detektorami transmisji i wstecznego
rozpraszania odbierajacych promieniowanie pod katem odpowiednio 180° 1 45° [322].
W zwigzku z tym, ze wigkszo$¢ zachodzacych zmian zwigzanych jest z sitami
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miedzyczasteczkowymi 1 grawitacja, mozliwos¢ skanowania na catej wysokos$ci probki
umozliwia szybkie wychwycenie pojawiajacych si¢ réznic, migracji oraz zmiany wielkosci
czastek na réznych wysokos$ciach analizowanej probki. Przy pomocy aparatu Turbiscan
mozliwe jest takze wyznaczenie wspotczynnika stabilno$ci, ktory obliczany jest poprzez
analiz¢ wszystkich zachodzacych w probce proceséw w okreslonym czasie [323]. Warto$¢
wspolczynnika stabilno$ci umozliwia poréwnywanie prob migdzy sobg i stanowi iloSciowa
miare stabilnosci formulacji, dzigki czemu tatwiej jest wyselekcjonowaé najkorzystniejsza
probke.

2.8.3.9.  Okreslenie typu emulsji

Rodzaj uzyskanej emulsji zalezny jest przede wszystkim od sktadu formulacji, w tym
rodzaju emulgatora i proporcji obu faz, a takze, w mniejszym stopniu, od technologii procesu
produkcyjnego. Starzenie si¢ emulsji moze prowadzi¢ do destabilizacji uktadu fazowego,
gdzie mozna zaobserwowaé r6zne procesy fizykochemiczne na  poziomie
miedzyczasteczkowym, jak inwersja faz, dlatego wiedza o poczatkowym, czy tez
pozadanym uktadzie jest istotna w odniesieniu do stabilnos$ci masy wytwarzanego produktu.
Do oznaczenia typu emulsji powszechnie wykorzystuje si¢ rézne metody poczawszy od
prostych do$wiadczen mozliwych do zaobserwowania golym okiem, przez oceng
mikroskopowa czy analizy przewodnictwa elektrycznego. Najprostsza do wykonania
analiza okreslenia typu emulsji wykorzystuje charakterystyczng cech¢ emulsji O/W do
zdolnosci do rozcienczania wodg bez tworzenia aglomeratow, gdzie na szkietku
przedmiotowym umieszcza si¢ obok siebie krople emuls;ji oraz wody, a nastepnie obserwuje
si¢ zmieszanie obu kropli. Duzag zaletg jest brak wykorzystania dodatkowej aparatury
pomiarowej. Metoda ta daje jedynie wstepny, pogladowy obraz typu emulsji i nie
charakteryzuje si¢ wysoka doktadnoscig. Mozliwos¢ uzyskania falszywego wyniku moze
wigza¢ si¢ ze swoistym zachowaniem konkretnej formulacji, gdzie przy
wielosktadnikowych uktadach, otrzymywanych np. przy pomocy innowacyjnych
emulgatoréw o szerokim spektrum zastosowania, ci¢zko jest przewidzie¢ zachowanie masy
[324], [325].

Inng metoda dajaca réwniez pogladowy wynik, jest okreSlenie typu emuls;ji
z wykorzystaniem przewodno$ci elektrycznej, ktéra obejmuje pomiar zdolno$ci
przewodnictwa elektrycznego masy produktu z wykorzystaniem omomierza. Emulsje typu
olej w wodzie z uwagi na obecno$¢ wody stanowiacej fazg zewnetrzng i1 jednoczes$nie bedaca
rozpuszczalnikiem dla pozostalych surowcow, dostarczajacych elektrolitow (pochodzacych
np. z dysocjacji emulgatora), charakteryzuja si¢ dobra przewodnosciag pradu,
w przeciwienstwie do emulsji typu woda w oleju [326]. Najbardziej doktadny obraz typu
emulsji mozna uzyska¢ metoda mikroskopowa z wykorzystaniem mikroskopu optycznego
1 odpowiednich barwnikow, ktére sa rozpuszczalne albo w $rodowisku wodnym albo
w thuszczach. Najczgéciej wykorzystuje sie¢ oranz metylowy, czy biekit metylenowy
rozpuszczalne w fazie wodnej, natomiast dla zabarwienia fazy tluszczowej literatura
najczesciej wskazuje na wykorzystanie Sudanu II, III lub IV [264]. Pozwala to na
zabarwienie jednej z faz, gdzie przy obserwacji mikroskopowej, pod odpowiednim
powigkszeniem, mozna doktadnie zaobserwowac, ktéra z faz ulega zabarwieniu. Ocena
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dokonywana jest na podstawie wiedzy o rozpuszczalno$ci barwnika i obrazu
mikroskopowego, dlatego pozwala precyzyjnie okresli¢ typ emulsji, dodatkowo umozliwia
tez na porownanie stopnia rozproszenia fazy zdyspergowanej i wielkosci kropel, dlatego jest
niezwykle przydatna podczas oceny stabilnosci emulsji [304], [307], [327], [328].

2.8.4. Badania skutecznoS$ci produktu

Zgodnie z obowigzujacymi normami podmiot odpowiedzialny za produkt jest
zobowigzany do wykazania skutecznos$ci jego dziatania oraz udowodnienia prawdziwosci
deklaracji marketingowych. W tym celu przeprowadzane sa uzytkowe badania aplikacyjne
1 aparaturowe, ktore stanowig metode rzeczywistej oceny dzialania preparatu
kosmetycznego na skore. Badania aplikacyjne mozna podzieli¢ z uwagi na czas aplikacji
produktu, ktory obejmuje odczyt stanu skory po jednokrotnej aplikacji w przypadku krétkich
badan oraz w przypadku badan dtugich po wielokrotnej systematycznej aplikacji produktu
W wyznaczonym czasie. Za ich pomocg definiuje si¢ deklaracje marketingowe 1 opisy na
etykietach produktowych zgodnie z rzeczywistym dziataniem, ktore w trakcie
wprowadzenia na rynek w duzej mierze wplywa na zainteresowanie produktem i jego popyt
[130], [329].

2.8.4.1. Badania aplikacyjne ankietowe

Pomimo rozwoju nowoczesnych 1 innowacyjnych metod badawczych
potwierdzajacych skuteczno$¢ produktow kosmetycznych, najczgsciej wybierang przez
producentéw forma potwierdzenia deklaracji marketingowych sa badania aplikacyjne
ankietowe. Badania uzytkowe naleza do badan prowadzonych in vivo na specjalnie dobrane;j
grupie ochotnikow, ktorzy przez okreslony czas i w $cisle ustalony sposob stosujg produkty
pod nadzorem lekarza dermatologa lub w niektérych przypadkach takze innych
specjalistow. Ocena skutecznos$ci 1 wtasciwosci badanego kosmetyku dokonywana jest na
podstawie specjalne zaprojektowanych ankiet, zawierajacych indywidualne i subiektywne
opinie 1 uwagi ochotnikéw. Ostateczne wyniki wlasciwosci produktu przedstawiane sa
w formie skali procentowej dla kazdej deklaracji z osobna, gdzie ich potwierdzenie mozliwe
jest po osiaggnieciu minimum 50 % pozytywnych opinii. Poza oceng skutecznos$ci produktu,
ankiety daja takze producentowi informacj¢ zwrotng dotyczaca potencjalnego
zainteresowania produktem i obecnie panujacych preferencji potencjalnych konsumentow,
jak rowniez wad, ktére nie zostaly wczesniej wykryte, a tym samym umozliwia to
producentowi poprawienie stabszych punktow kosmetyku. Mozliwe jest to z uwagi na
zawarcie w ankietach pytan dotyczacych odbioru produktu pod katem sensorycznym, tego
czy odpowiada jego barwa, zapach, konsystencja, forma aplikacji, wydajnos¢,
wchianialno$¢ 1 wiele innych parametréw majacych znaczenie dla ochotnikow. Badanie
w zakresie zmian wiasciwosci reologicznych zachodzacych w produkcie podczas ich
uzytkowania daje mozliwo$¢ udoskonalenia 1 poprawy wlasciwosci, takich jak:
rozprowadzanie, tatwos¢ aplikacji, lepko$¢ 1 innych odczué pojawiajacych si¢ po aplikacji,
a takze stanowig parametry kontrolne podczas kontroli jakosci gotowego wyrobu. Badania
aplikacyjne stanowig takze rozszerzenie 1 kontynuacj¢ badan dermatologicznych
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i stabilnosciowych, z uwagi na sprawdzanie pojawienia si¢ jakichkolwiek efektow
niepozadanych i1 niewskazanych zmian zachodzacych w produkcie podczas standardowego
stosowania kosmetyku na kolejnej niezaleznej grupie ludzi, co daje szerszy poglad na
bezpieczenstwo uzytkowania i tym samym bardziej reprezentatywny wynik. Pytania
ankietowe powinny by¢ sformutowane w taki sposob, aby byly zrozumiale dla testujacych
oraz tatwe wocenie, przy uzyciu zwykle kilkustopniowej skali, wedlug ktorej
kwalifikowane sa poszczegélne parametry produktu. Do analizy ankietowej moga by¢
wybierane tylko te wlasciwosci produktu, ktore daja efekty danego parametru mozliwe do
oceny sensorycznej, natomiast w pozostalych przypadkach nalezy dobra¢ odpowiednie,
zastepcze badania, np. aparaturowe lub testy in vitro umozliwiajace jego oceng. Warto tez
zaznaczy¢, ze deklaracje sugerowane przez dzialy marketingowe czgsto odbiegaja od
standardow 1 wykraczaja poza mozliwosci dziatania produktow kosmetycznych, dlatego
wiedza z zakresu obowigzujacych rozporzadzen 1 ustaw jest niezwykle istotna podczas
opracowywania ankiet 1 ewentualnych modyfikacji zawartych w nich pytan, tak by produkt
mogl by¢ zakwalifikowany do obrotu i spetniat wszystkie wymagania uwzglednione
w obowigzujacych regulacjach prawnych. Zareprezentatywng grupe do badan
aplikacyjnych uwaza si¢ juz 10 - 15 oséb, jednak im wieksza grupa osob bedzie poddana
analizie, tym zostang uzyskane rzetelniejsze wyniki [330]. Ochotnicy, chetni do wzigcia
udziatu w badaniach, podlegaja odpowiedniej kwalifikacji 1 sg dobierani w taki sposob, aby
mozliwe bylo doktadne okreslenie zakresu 1 skutecznosci dziatania preparatu.

2.8.4.2. Badania aplikacyjne aparaturowe

Badania aparaturowe stanowig druga odstone¢ badan aplikacyjnych, szczegolnie
cennych w przypadku, kiedy ocena pozadanego parametru czy tez wtasciwosci produktu jest
niemozliwa poprzez ocen¢ sensoryczng ochotnikdw. W przeciwienstwie do badan
ankietowych, nie opierajg si¢ one na subiektywnej ocenie konsumentéw, tylko przedstawiajg
mierzalne instrumentalnie wlasciwosci  produktow, pozwalajac na otrzymanie
obiektywnych, powtarzalnych wynikow wyrazony liczbowo lub obrazowo. Badanie odbywa
si¢ czgsciowo na podobnych zasadach, jak w przypadku badan ankietowych, czyli
prowadzone jest in vivo na specjalnie dobranej grupie ochotnikdw, ktorzy przez okreslony
czas 1 w $cisle ustalony sposob stosujg produkty pod nadzorem lekarzy specjalistow, z ta
réznica, ze ostateczna ocena dokonywana jest poprzez wykorzystanie specjalistycznej
aparatury pomiarowej [331]. W zaleznos$ci od wybranego parametru, pomiard6w mozna
dokonywa¢ po jednorazowej aplikacji na skorg lub wielokrotnej aplikacji przez dhuzszy
okres uzytkowania produktu, gdzie pomiardw dokonuje si¢ przed pierwszym uzyciem
produktu oraz po zakonczeniu czasu uzytkowania. Badania aparaturowe mogg dostarczaé
dzigki takiemu obrazowaniu, wynikow przed i1 po aplikacji marketingowo przydatnych
zdje¢, wykresdéw 1 innych poréwnan, ktore podczas podzniejszych dziatan marketingowych
zwracajg uwage potencjalnych konsumentow i zachecaja do zakupu, wplywajac tym samym
na powodzenie sprzedazy. Rozwdj nowoczesnych technik pomiarowych pozwala obecnie
na nieinwazyjne, wielokierunkowe badania skéry wlosow i1 paznokci, w tym na przyktad
[332], [333]:
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Analiza poziomu nawilzenia, gdzie wykorzystywane sg wlasciwosci pojemnosci
elektrycznej skory, zaleznej od zawartosci wody w skorze. Badanie przeprowadza
si¢ przy pomocy korneometru, dzialajacego dzigki mozliwosci analizy
przewodnictwa elektrycznego warstwy rogowej, ktore jest tym wicksze im warstwa
zawiera wigcej wody. W prawidtowej tkance zawartos¢ wody waha si¢ od 10 % do
30 %,

Badanie przeznaskorkowej utraty wody (TEWL, ang. Transepidermal Water
Loss), ktéra stanowi niezastgpiony parametr w ocenie funkcji barierowej skory.
Badanie prowadzone jest z wykorzystaniem tewametru, ktory zbudowany jest
z cylindrycznej sondy zawierajacej czujniki wilgotnosci oraz termometru, ktore
mierzg gradient gestosci parowania wody ze skory, proporcjonalny do warto$ci
TEWL,

Pomiar pH powierzchni skory dokonywany przy pomocy pH-metru, zbudowanego
z sondy kombinowanej, sktadajacej si¢ z dwoch elektrod: referencyjnej, bedace;j
elektroda odniesienia oraz z pomiarowe] majacej bezposredni kontakt ze skorg.
Badanie obejmuje pomiar roéznicy napig¢ powodowanych aktywnoscig jonow
wodorowych,

Badanie jedrnosci i elastycznosci skory. W tym celu moze by¢ wykorzystywanych
kilka urzadzen np. kutometr, stuzacy do pomiaru elastycznosci skory, dziata na
zasadzie podcisnienia, poprzez =zasysanie fatd skoéry oraz pomiar stopienia
odksztalcenia, oporu oraz szybkosci powrotu do stanu pierwotnego. Balistometr,
z kolei dziala poprzez pomiar ilosci 1 wysokosci odbitej energii oraz pomiar ilosci
zaabsorbowanej energii. Twistometr pozwala na analize odksztatcen skory
wprawionej w ruch obrotowy oraz szybkosci powrotu do stanu pierwotnego. Do
badan nad elastycznos$cig skory mozna réwniez wykorzysta¢ ekstensjometr, stuzagcy
do oceny jej podatnosci na rozcigganie poprzez pomiar sily potrzebnej do jej
rozciggniecia,

Analiza poziomu melaniny i przebarwien wykonywana jest najczesciej przy
pomocy meksametru wyposazonego w sonde¢ emitujagca Swiatlo o okreslonej
dhugosci fali. Promieniowanie pochodzace z sondy jest absorbowane przez barwniki
obecne w skorze: melaning 1 hemoglobing, a analiza dokonywana jest na zasadzie
pomiaru promieniowania odbitego,

Analiza zmarszczek i stopnia wygladzenia przy pomocy metod
profilometrycznych. NajczesSciej do oceny dziatania przeciwzmarszczkowego
wykorzystywane s3 mikrokamery przyktadane do badanego obszaru, dajace obraz,
ktéry nastgpnie przy pomocy odpowiednich programéw moze by¢ analizowany
komputerowo,

Analiza struktury skory i wplywu na syntez¢ kolagenu przy pomocy badan
obrazowych, do ktérych wykorzystuje si¢ ultrasonograf, ktdrego glowica zdolna jest
do emitowania ultradzwieckéw o wysokich czestotliwos$ciach. Dzigki zdolnosci
pochlaniania i odbijania fali ultradzwigkowej przez kolejne warstwy skory powstaja
echa o roznych amplitudach, ktore urzadzenie przeksztalca w obraz,
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e Badanie poziomu wydzielania sebum, pozwala na analiz¢ stanu natluszczenia
skory 1 aktywnos$ci gruczotéw tojowych skory. W tym celu wykorzystywany jest
najczesciej sebumetr, ktory pozwala na pomiar fotometryczny przejrzystosci
specjalnej tasmy, na ktorej, po przylozeniu do skéry pozostata warstwa thuszczowa,

e Analiza wlasciwosci rozgrzewajacych lub chlodzacych przy pomocy metod
termograficznych, wykorzystujacych emisje promieniowania podczerwonego, ktore
zamieniane jest na impulsy elektryczne.

2.8.5. Oznaczenie zawartosci skladnika aktywnego w masie gotowego
produktu

Utrzymanie jakosci produktow kosmetycznych zapewnione jest poprzez rzetelng
kontrolg jakosci na kazdym etapie produkcji 1 obrotu. Podstawowym wskaznikiem jakosci
produktu, ktory bezposrednio przektada si¢ na dzialanie badanej formulacji, jest jej sktad
jakosciowy, jak rowniez zawartos¢, jakos¢ 1 czysto$¢ poszczegolnych sktadnikow, dlatego
oznaczeniom poddawane sg zardGwno poszczegolne surowce, jak 1 masa gotowego wyrobu.
Biorac pod uwage najnowsze trendy kosmetyczne, obejmujace jak najwyzsza zawartos¢
surowcow naturalnych, ktore swoiscie mogg rozni¢ si¢ miedzy sobg sktadem chemicznym
1 zawartos$cig zwigzkéw aktywnych w zalezno$ci od regionu 1 pory pozyskiwania, procesu
obrobki, producenta, decydujac si¢ na wykorzystanie tego typu surowcow, konieczne jest
monitorowanie kazdej partii pod katem zgodnosci ze specyfikacjg. Duzy problem stanowig
surowce, ktore nie sg standaryzowanie pod katem zawartosci kluczowych sktadnikow, gdzie
w zaleznosci od zrodta, sktad chemiczny moze si¢ diametralnie r6zni¢ a nawet zawierac
ilosci pozadanego zwigzku ponizej poziomu wykrywalnosci. Podobnych oznaczen dokonuje
si¢ w przypadku sprawdzenia obecnosci 1 ilosci substancji niepozadanych, jak np. metale
ciezkie, pyly, pozostatosci pestycydow, obecnych w surowcach przetworzonych
w niewielkim stopniu, stanowigcych niebezpieczenstwo dla zdrowia konsumentow.
Kontrola jakosci gotowego produktu pozwala takze na oceng¢ stabilnos$ci surowcow
w wielosktadnikowej mieszaninie poprzez wychwycenie zachodzacych w produkcie reakcji
np. utleniania i rozktadu na podstawie zmian zawarto$ci pozadanych sktadnikow, a takze
pozwala na ocen¢ procesu produkcyjnego pod katem mieszania 1 réwnomiernego
rozprowadzenia sktadnikow w catej objetosci masy kosmetycznej [334]. W tym celu
wykorzystywany jest szereg metod analitycznych, sposrdd ktorych wybrane zostaly ponizej
przedstawione.

2.8.5.1. Metody chromatograficzne

Chromatografia obejmuje obecnie jedne z najbardziej popularnych, podstawowych
technik analitycznych, stuzacych do rozdzielania i identyfikacji zwigzkéw chemicznych
W mieszaninie, na podstawie réznic w powinowactwie analizowanych substancji w uktadzie
dwufazowym: faza stacjonarna i faza ruchoma. Metody chromatograficzne mozna podzieli¢
z uwagi na [335]:
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a) stan skupienia fazy ruchome;j

e chromatografia cieczowa (LC, ang. Liquid Chromatography) — z wykorzystaniem
cieczy lub mieszaniny cieczy jako fazy ruchomej,

e chromatografia gazowa (GC, ang. Gas Chromatography) — gdzie fazg ruchoma jest
gaz,

e chromatografia w stanie nadkrytycznym (SFC ang. Supercritical Fluid
Chromatography) - fazg ruchoma stanowi substancja w stanie nadkrytycznym,
najczesciej dwutlenek wegla w stanie nadkrytycznym,

b) technike eksperymentalna

e techniki kolumnowe — faza stacjonarna wypelnia przestrzennie kolumng
chromatograficzng, wykorzystywana moze by¢ dla wszystkich stanow skupienia
fazy ruchome;,

e techniki planarne - faza stacjonarna wystepuje w postaci ptaszczyzny, dedykowana
dla chromatografii cieczowej,

¢) rodzaj oddzialywan

e jonowymienna - jej podstawg jest wymiana jonowa pomi¢dzy jonami pochodzacymi
z rozdzielanych zwigzkow oraz fazy stacjonarnej,

e podziatowa - zalezna od réznic wspotczynnikdéw podzialu substancji, gdzie istotng
rol¢ odgrywa ich rozpuszczalnos$¢,

e adsorpcyjna - uwarunkowana rdéznicami we wspoOlczynnikach adsorpcji
poszczegdlnych sktadnikéw analizowanej probki, opiera si¢ na zdolnosci zwigzkow
do adsorpcji na powierzchni fazy stacjonarnej, zwanej] w tym przypadku
adsorbentem,

e osadowa - zalezna od roznych rozpuszczalnosci uprzednio strgconych osadow
w wyniku reakcji chemicznych,

e sitowa - zalezna od rozmiaru czasteczkowego substancji.

Niewatpliwg zaleta metod chromatograficznych jest zdolno$¢ do rozdzielania
wielosktadnikowych mieszanin substancji o bardzo zblizonych wtasciwosciach (izomery
strukturalne, izomery optyczne), co poza oznaczeniem iloSciowym 1 identyfikacja daje
mozliwo$¢ otrzymywania okreslonych, czystych sktadnikéw, przez co znajduje wiele
zastosowan, nie tylko do celow naukowych, ale takze komercyjnych, w tym réwniez
w branzy kosmetycznej [336]. Obecnie, wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC
(ang. High Pressure Liquid Chromatography) i chromatografia gazowa (GC, ang. Gas
Chromatography) to jedne z najpopularniejszych technik analitycznych wykorzystywanych
w przemysle kosmetycznym do precyzyjnych oznaczen jakosciowych 1 iloSciowych
zwigzkoéw. Ich mechanizm oznaczenia opiera si¢ na podziale substancji pomigdzy fazy
uktadu i ich stopniowym wymywaniu z kolumny. Szybko$¢ migracji, czas i objetos¢ retencji
poszczeg6lnych sktadnikow jest zalezny od sity oddzialywania sktadnikow z fazami uktadu,
za ktora odpowiada struktura czasteczkowa rozdzielanych zwigzkow. Wynik rozdziatu
zapisywany jest jako chromatogram, w postaci pojawiajacych si¢ pikow, ktorych ksztatt
i/lub wymiary odpowiadaja rozkladowi stezenia substancji. Identyfikacja poszczegolnych
zwigzkéw w mieszaninie mozliwa jest dzigki pordwnaniu czaséw retencji probki i wzorca
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przypisanych do konkretnych pikow na chromatogramie, natomiast do oznaczen
ilosciowych wykorzystuje si¢ proporcjonalnos¢ wysokosci lub powierzchni piku do ilosci
danego sktadnika, ktérych obliczen dokonuje si¢ metodami pomocniczymi np. metody
z wykorzystaniem krzywej kalibracyjnej czy wzorca wewnetrznego lub dodatku
zewngtrznego wzorca [337]. W przypadku HPLC do detekcji najczgséciej wykorzystuje si¢
detektory fotoabsorpcjometryczne UV-VIS z pomiarem dla jednej dlugosci fali lub diodowe
detektory DAD, analizujace sktadniki mieszaniny w calym zakresie promieniowania UV-
VIS. Z wykorzystaniem tych detektorow mozliwe jest oznaczanie jedynie zwigzkoéw
posiadajacych chromofory, umozliwiajace pochtanianie promieniowania lub ich uprzednia
derywatyzacja, czyli przeksztalcenie do pochodnych zdolnych, w tym przypadku, do
absorpcji promieniowania. W pozostatych przypadkach konieczne bedzie wykorzystanie
innych  detektorow  np.  spektrofluorymetrycznych,  refraktometrycznych  czy
chromatografow HPLC sprzezonych ze spektrometrem mas. Technika HPLC
wykorzystywana jest do analizy rozleglej grupy zwiazkow, np. kwaséw aminowych
(aminokwasy), weglowodanow, lipidow, kwasow nukleinowych, peptydow 1 biatek [338],
powszechnie obecnych w kosmetycznych surowcach produkcyjnych. Tak szerokie
mozliwos$ci oznaczenia substancji zawierajagcych odmienne grupy funkcyjne pozwala na
doktadng kontrole jakosci surowcow 1 gotowego wyrobu oraz walidacje procesu
technologicznego pod katem rozktadu substancji w masie. Szczegdlng uwage przykuwa
wykorzystanie HPLC do oznaczania substancji zakazanych w kosmetykach lub objetych
ograniczeniami np. analizy ilo$ciowe]j filtrow UV — PABA (kwas p - aminobenzoesowy)
[339], formaldehydu [340], konserwantow z grupy parabenow [341], zakazanych
barwnikéw 1 pigmentow [342] oraz wielu innych zwigzkow, ktorych identyfikacja moze
powodowac natozenie wysokich kar finansowych.

Chromatografia gazowa wykorzystywana jest natomiast najczgsciej do oznaczenia
lotnych zwigzkéw organicznych, tatwo zmieniajacych stan skupienia na gazowy, takich jak
na przyktad niskoczgsteczkowe, czesto niepolarne weglowodory alifatyczne 1 aromatyczne,
aldehydy, ketony, estry, terpeny, alkohole. Tych kilka przyktadow stanowi jedynie czastke
ogromnej grupy zwigzkdw masowo wystepujacych w surowcach pochodzenia roslinnego,
czesto wykorzystywanych jako sktadniki aktywne o wlasciwosciach pielegnacyjnych lub
komponenty kompozycji zapachowych 1 olejkéw eterycznych [343]. Monitoring
powyzszych substancji jest wskazany ze wzgledu na potencjalne zagrozenie zdrowia
konsumentéw powodowane toksycznoscig lub dziataniem alergizujacym wielu z tych
zwigzkow. W przypadku chromatografii gazowej w analizie produktow kosmetycznych
najczesciej do detekcji wykorzystywane s3a chromatografy gazowe sprzezone ze
spektrometria mas, stanowigce uniwersalne narzedzie analityczne o bardzo szerokim
zakresie przydatno$ci od oznaczen zwigzkow pozadanych w kosmetykach, do
niepozadanych 1 zakazanych lub objetych ograniczeniami zanieczyszczen takich jak
alergeny, pestycydy czy substancje zaburzajace gospodarke hormonalna [344], [345].

2.8.5.2. Metody spektroskopowe

Wraz ze wzrostem popularno$ci substancji pochodzenia naturalnego, o wysokiej
zawartosci zwigzkow organicznych, w przemysle kosmetycznym rosnie zainteresowanie
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metodami spektroskopowymi do oceny zaréwno surowcoOw, jak i gotowego produktu.
Spektroskopia obejmuje wiele technik analitycznych polegajacych na tworzeniu i analizie
widm, otrzymywanych poprzez oddziatywanie na badane substancje roznych rodzajow
promieniowania. Duze zrdéznicowane technik spektroskopowych pozwala na otrzymanie
szerokiego zakresu informacji na temat analizowanego zwiazku, przez co znajduje
zastosowanie w wielu dziedzinach, miedzy innymi: w chemii, biologii, fizyce, medycynie,
branzy farmaceutycznej i kosmetycznej, gdzie wykorzystywane sag mozliwosci identyfikacji
substancji, analizy jakosciowe i ilosciowe zwigzkow w roznych stanach skupienia, biorgc
pod uwage doktadne informacje na temat budowy atomowej i chemicznej oraz struktury
powierzchni. Metody spektroskopowe mozna podzieli¢ pod katem rodzaju uzytego
promieniowania UV, VIS, IR i NMR, ktére pozwalaja na uzyskanie réznego zakresu
informacji na temat budowy danego zwigzku. Ponizej przedstawiono techniki znajdujace
najwiece] zastosowan w przemysle kosmetycznym [333], [346], [347]:

a) Spektroskopia w podczerwieni

Spektroskopia w podczerwieni IR (ang. Infrared) w zakresie 4000 cm™ - 600 cm!
oraz bliskiej podczerwieni NIR (ang. Near Infrared) 10000 cm™ - 4000 cm™' dostarcza
informacji na temat struktury danego skladnika aktywnego. Pozwala na identyfikacje
okreslonych grup funkcyjnych, rodzaju wigzan miedzy atomami wegla 1 ich oddzialywan
z otoczeniem na podstawie zmiany energii oscylacyjnej czastek zwigzanych ze skrecaniem
1 rozcigganiem wigzan, a w przypadku kosmetykéw powszechnie wykorzystywana jest do
oznaczen zawartosci wody w produktach i1 naskorku [348]. Obecnie jednak, najczgsciej,
w przemysle kosmetycznym wykorzystuje si¢ spektrometry z transformacja Fouriera (FT—
IR — ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy), ktora przeksztatca uzyskane widmo
interferencyjne w widmo przedstawiajgce zalezno$¢ natezenia promieniowania od dtugosci
fali [349]. Powyzsza technika zapewnia zwigkszenie granicy wykrywalnosci oraz precyzji
pomiaru w odniesieniu do klasycznej spektrometrii IR, dzigki czemu poza samg analizg
zwiazkow aktywnych, znajduje ona takze zastosowanie w badaniu przenikania substancji
aktywnych na podstawie analizy warstw skory [348], [350], analizie wplywu promotorow
przenikania na wlasciwosci warstwy rogowej naskorka [351], a takze oznaczeniu zwigzkow
powierzchniowo czynnych, emulgatoréw czy alkoholi [352], [353], [354]. Wskazuje si¢
w tej metodzie na trudno$¢ jednoznacznej analizy widm z zakresu podczerwieni, gdzie moze
dochodzi¢ do wzajemnego maskowania si¢ sygnaléw roznych zwigzkéw i nachodzenia ich
na siebie, dlatego w celu uzyskania precyzyjnych, jednoznacznych wynikdéw sugeruje si¢
polaczenie kilku metod [354], [355].

b) Spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego

Spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego (NMR, ang. Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy) obejmuje analiz¢ widm promieniowania elektromagnetycznego
powstajacego w skutek wzbudzania spindw jadrowych z wykorzystaniem czestotliwosci
radiowych (najczesciej 60 MHz — 900 MHz) [356]. W praktyce metoda ta polega na
umieszczeniu probki w zewngtrznym polu magnetycznym, gdzie dochodzi do powstawania
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promieniowania elektromagnetycznego oraz jego rejestracji 1 analizie. Zmiana
czestotliwo$ci  rezonansowej, w skutek dziatania wewnatrzczasteczkowego pola
magnetycznego daje informacj¢ o szczegolach struktury elektronowej badanych zwigzkow
1 wystepujacych w nich grupach funkcyjnych. Otrzymane widma sg unikatowe i specyficzne
dla kazdej substancji, dlatego w przypadku identyfikacji zwigzkoéw organicznych, metoda ta
stanowi bardzo cenne narzedzie o wysokiej precyzji oznaczen jakosciowych, a takze
w okreslaniu struktury analizowanych zwigzkéw dzieki informacjach o potozeniu atomow.
Literatura wskazuje na wiele zastosowan w przemysle kosmetycznym, szczegdlnie do
oznaczania 1 monitorowania konserwantow w tym formaldehydu [357], [358], [359], wielu
sktadnikow leczniczych 1 innych wykluczonych ze stosowania lub z nalozonymi
ograniczeniami w kosmetykach z powodu ich toksycznosci, alergennosci czy reaktywnosci
[358], [360], [361], [362], [363]. NMR jest rowniez powszechnie wykorzystywany do
sprawdzania jakos$ci 1 czystosci surowcow, ktore z uwagi na duze zapotrzebowanie moga
podlega¢ fatszowaniu, jak np. olejki eteryczne, ktére wg. Farmakopei powinny miec
okreslong zawarto$¢ komponentéw [364], [365].

¢) Spektrofotometria UV-VIS

Spektrofotometria z zakresu S$wiatta widzialnego 1 UV (200 nm - 800 nm),
szczegbdlnie w polaczeniu z HPLC, stanowi jedng z najpopularniejszych technik
stosowanych do detekcji, identyfikacji 1 oznaczen iloSciowych zwigzkow. Spektroskopia
UV-VIS obejmuje analiz¢ absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w zakresie
swiatla widzialnego 1 ultrafioletu, przedstawianych w postaci widm. Analiza mozliwa jest
dla substancji zawierajacych regiony zdolne do absorbcji promieniowania z zakresu UV-
VIS tzw. chromofory, wskazujace najczesciej na obecnos¢ sprzgzonych uktadow wigzan
podwdjnych 1 zwigzkow aromatycznych, gdzie po zastosowaniu promieniowania
obserwowane sg przejscia elektronowe z poziomu podstawowego do stanu wzbudzonego,
czyli na poziom o wyzszej energii [366]. Substancje z grupy zwigzkéw organicznych moga
zawiera¢ w swojej budowie takze auksochromy np. grupa aminowa czy hydroksylowa, ktére
nie sa zdolne do pochlaniania promieniowania, ale moga wplywac¢ na energie chromoforu,
powodujac przesunigcia pasma absorbeji. Warto$¢ pochtonigtej energii zalezna jest od fali
elektromagnetycznej, nat¢zenia promieniowania oraz podatnosci czastek na wzbudzanie
[367], ktorych powigzanie opisane jest prawem Lamberta- Beera. Przedstawia ono zalezno$¢
absorbancji (przy danej dlugosci fali) od grubosci warstwy absorbujacej (I), stezenia
badanego roztworu (c) i molowego wspotczynnika absorpcji (g), ktory jest staty dla
okreslonej substancji, w okreslonej temperaturze i ci$nieniu (Rownanie 6) [368]:
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Rownanie 6. Rownanie opisujace prawo Lamberta Beera
A= logITO = gcl

A - absorbancja, zdolno$¢ do pochtaniania §wiatla,

Io/I - odpowiednio: wyjsciowe natgzenie wigzki promieniowania oraz po przejsciu przez
substancje absorbujaca,

€ - molowy wspotczynnik absorpcji,

¢ - stezenie substancji absorbujace;,

1 - grubo$¢ warstwy absorbujace;.

Widmo UV-VIS przedstawia pochtanianie promieniowania elektromagnetycznego
w funkcji dlugosci fali, gdzie zmiany pochtaniania pozwalajg obliczy¢ ilos¢ substancji
absorbujacej promieniowanie, dzigki czemu technika ta znajduje bardzo szerokie
zastosowanie w wielu dziedzinach: chemii, biologii, medycyny, branzy farmaceutycznej
1 kosmetycznej, np. do oznaczania zawarto$ci substancji promieniochronnych czy
formaldehydu [369]. Szczegolng uzytecznos¢ tej metody wskazuje sie dla detekcji substancji
podczas rozdzialu chromatograficznego HPLC, co niweluje mozliwos¢ niskiej
selektywnosci tej techniki w przypadku mieszanin zwigzkdéw, pracujac na rozdzielonych
frakcjach substancji. Wskazuje si¢ szczegodlng ucigzliwos¢ wystepowania wysokich
zawartosci $Srodkow powierzchniowo czynnych, dlatego stale prowadzone sg proby
eliminacji wptywu bazy produktu na oznaczenia [369].

d) Spektrometria mas (MS)

Spektrometria mas, podobnie jak metody spektroskopowe, prowadzi do generowania
widm, z tg roznica, ze w spektrometrii mas wykorzystuje si¢ rozpad czastek pod wpltywem
czynnikéw jonizujacych, zamiast zdolnosci zwigzkéw do pochtaniania promieniowania
elektromagnetycznego. Umozliwia to okreslenie stosunku masy badanego zwigzku
1 fragmentow, powstajacych w skutek jonizacji, do ich tadunku elektrycznego. Technika
znalazla do tej pory wiele zastosowan do identyfikacji i iloSciowych oznaczen sladowych
ilosci pierwiastkow chemicznych, zwigzkow organicznych, analiz sktadu pierwiastkowego
1 izotopowego zwigzkow, pozwalajacych na analiz¢ pochodzenia surowcow oraz analizy
powierzchni ciat statych 1 makromolekul w tym sekwencjonowanie biatek, polipeptydow,
oligonukleotydow, gdzie przy odpowiednim doborze techniki jonizacji mozliwa jest analiza
bez uszkodzenia struktur biomolekut [370], [371], [372], [374], [374]. Najczgsciej
wykorzystywane techniki jonizacji obejmuja dzialanie strumienia elektronow (EI, ang.
Electron lonisation), rozpylanie w polu elektrycznym (ESI, ang. Electrospray), jonizacje¢
chemiczng (CI, ang. Chemical lonisation), desorpcje laserowa (LD, ang. Laser Desorption),
termorozpylanie (TE, ang. Termospray), desorpcj¢ laserowa z udziatem matrycy (MALDI,
ang. Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation). Podobnie, jak w przypadku technik
spektroskopowych, analizy obejmujace identyfikacje substancji  pochodzacych
z wielosktadnikowych mieszanin sg praktycznie niemozliwe bez zastosowania dodatkowej
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techniki rozdziatu mieszaniny np. przy pomocy HPLC czy GC, dlatego wskazane jest ich
taczenie dla uzyskania najbardziej precyzyjnych wynikow [375].

2.8.6. Raport bezpieczenstwa

Dokumentem  potwierdzajacym  bezpieczenstwo  stosowania  produktow
kosmetycznych, zgodnie z Rozporzadzeniem o Kosmetykach 1223/2009/WE jest raport
bezpieczenstwa, stanowiacy podsumowanie catkowitej oceny gotowego produktu
kosmetycznego opracowany przez wykwalifikowanego eksperta tzw. safety assessora.
Raport bezpieczenstwa sktada si¢ z dwoch czesci: czesci A oraz B.

2.8.6.1. Czesé A

Czes¢ A zawiera wszystkie informacje niezbedne do opracowania oceny
bezpieczenstwa. W tej czgsci zawarte sg informacje dotyczace wszystkich skladnikow
z osobna, jak 1 lacznie catej mieszaniny. W pierwszej kolejnosci przeprowadzana jest analiza
sktadu produktu, zaréwno pod katem ilosciowym, jak i1 jako$ciowym, ich chemiczna
identyfikacja oraz okreslenie petnionej funkcji. Nastgpnie obejmuje ona sprawdzenie, czy
w sktadzie produktu nie znajduja si¢ substancje zakazane do stosowania w kosmetykach,
substancje podlegajace ograniczeniom, a takze czy jako barwniki, konserwanty 1 filtry UV
nie s3 stosowane substancje inne niz wymienione jako dozwolone do stosowania
w produktach kosmetycznych. Ponadto weryfikuje si¢ takze czy w produkcie obecne sg
substancje zaklasyfikowane do grupy substancji mutagennych, rakotworczych
1 szkodliwych na rozrodczo$¢ oznaczone jako CMR (ang. Carcinogenic, Mutagenic,
Reprotoxic) [268]. W kolejnych punktach tej czesci, przedstawia si¢ wlhasciwosci
fizykochemiczne produktu w postaci jego specyfikacji, dane dotyczace jego stabilnosci
w normalnych, dajacych si¢ racjonalnie przewidzie¢ warunkach przechowywania, a takze
dane dotyczace czystosci mikrobiologiczne;j 1 skutecznosci ochrony
przeciwdrobnoustrojowej. Pod katem mikrobiologicznym, z osobna rozwazane sg surowce
wykorzystywane podczas produkcji oraz gotowy wyrob. W przypadku surowcow, dane
zawarte s3 w dostarczonych przez producenta specyfikacjach surowcéw, natomiast
w przypadku badanego produktu, safety assessor, klasyfikuje produkt jako wysokiej
podatnos$ci na zakazenia mikrobiologiczne lub produkt niskiego ryzyka, na podstawie ktorej
wskazuje si¢ wymagane badania mikrobiologiczne [269]. Zgodnie z wytycznymi
dotyczacymi jakosci mikrobiologicznej produktéw gotowych, produkty kosmetyczne moga
zosta¢ sklasyfikowane jako:

e kategoria I, ktora dotyczy kosmetykow przeznaczonych dla dzieci ponizej 3 roku
zycia oraz wyrobow przeznaczonych do stosowania w okolicach oczu i1 bton
Sluzowych, dla ktorych catkowita liczba tlenowych mikroorganizméw mezofilnych
nie powinna przekracza¢ 100 jtk/g lub ml, drobnoustroje patogenne (Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Canadida albicans, Escherichia coli) nieobecne
w 1 g masy produktu,
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e kategoria Il dotyczy wszystkich pozostalych produktéw, dla ktérych dopuszczalna
jest ilos¢ tlenowych mikroorganizméw mezofilnych, ponizej 1000 jtk/g lub ml,
drobnoustroje patogenne (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Canadida albicans, Escherichia coli) nieobecne w 1 g produktu [270].

Na podstawie badan oceny stabilnosci i kompatybilno$ci produktu z opakowaniem
mozliwe jest potwierdzenie czy parametry jakosciowe kosmetyku nie zmieniajg si¢ podczas
przechowywania w opakowaniu jednostkowym w zadanych warunkach temperaturowych
oraz czy opakowanie zabezpieczajace produkt przed dziataniem czynnikdéw zewngtrznych,
jest stabilne w zmiennych warunkach temperaturowych (nie ulega zniszczeniu, deformacji
1 odbarwieniu), jak réwniez, czy opakowanie gwarantuje funkcjonalno$¢ i szczelnosc.
W tym punkcie zataczane sg takze informacje dotyczace opakowania, w tym procesu
produkcji opakowan, materialdow oraz deklaracje producenta dotyczace zgodnosci
z obowigzujagcymi normami [253]. W tej czgSci umieszczone s3g roOwniez informacje
dotyczace zanieczyszczen, ilosci S$ladowych, alergenéw 1 innych niezamierzonych
substancji obecnych w wykorzystywanych do produkcji surowcach i opakowaniach.
Nastepny punkt tej czgsci obejmuje analiz¢ narazenia na dzialanie produktu, gdzie opisane
jest przewidywane stosowanie produktu oraz szacowana jest ekspozycja na produkt
1 narazenie na dziatanie poszczegolnych sktadnikéw formulacji na podstawie racjonalnie
dajacego si¢ przewidzie¢ stosowania, a takze biorgc pod uwage czestotliwosci uzywania,
sposob aplikacji, miejsce 1 powierzchni¢ kontaktu, a takze drogi narazenia wtérnego. Dane
toksykologiczne opracowuje si¢ na podstawie danych uzyskanych w wyniku przegladu baz
danych toksykologicznych takich jak: TOXNET, ECHA, RTECS, HERA oraz przegladu
opinii 1 prac naukowych dotyczacych skladnikéw kosmetycznych: CIR (ang. Cosmetic
Ingredient Review), SCCS (ang. The Scentific Commitee on Consumer Safety), jak réwniez
danych zawartych w punktach 9 i 11 kart charakterystyki surowcow. Jakos¢ wody jest
uregulowana na podstawie Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 7 grudnia 2017 r.
w sprawie jakosci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi, dlatego pod wzglgdem
toksykologicznym jest nieistotna. Dla pozostatych sktadnikow wazne jest okreslenie profilu
toksykologicznego substancji i wyliczenie marginesu bezpieczenstwa ich stosowania.
Pierwsza cze$¢ raportu bezpieczenstwa zawiera takze informacje dotyczace wystapienia
dzialan niepozadanych. Zgodnie z obowigzujacym Rozporzadzeniem 1223/2009
dotyczacym produktow kosmetycznych w przypadku wystgpienia dziatan niepozadanych
przewiduje si¢ ich bezzwloczne zglaszanie wlasciwym organom panstwa cztonkowskiego,
w ktorym wystgpito dane dzialanie, oraz zglaszanie wszelkich $rodkow naprawczych
podjetych przez osobe odpowiedzialng lub dystrybutora. Dane dotyczace ciezkich dziatan
niepozadanych zostaja wlaczone do raportu bezpieczenstwa produktu kosmetycznego
1 musza by¢ podane do wiadomosci publicznej. W ostatnim punkcie czesci informacyjne;j
zawarte sa pozostale, dodatkowe informacje na temat produktu np. wyniki
przeprowadzonych badan czy opis procesu wytwarzania [376].
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2.8.6.2. Czesé B

W tej czgsci raportu bezpieczenstwa zawarta jest wlasciwa ocena bezpieczenstwa
produktu kosmetycznego zawierajaca wnioski z oceny bezpieczenstwa, ostrzezenia
i instrukcje na temat produktu kosmetycznego, a takze przedstawienie toku rozumowania
dla wydania o$wiadczenia o bezpieczenstwie produktu lub jego braku [268]. Wymaga to od
safety assessora nie tylko bardzo duzej wiedzy teoretycznej, ale rowniez praktycznej,
z uwagi na wage uzasadnienia bezpieczenstwa stosowania produktu.

93






3.CEL PRACY






CEL PRACY

Badania przewidziane w ramach przedkladanej dysertacji miaty na celu
opracowanie dwéch produktéw dermokosmetycznych do stosowania miejscowego na
bazie wyselekcjonowanych ekstraktow roslinnych, olejkow eterycznych i substancji
o wysokim potencjale lagodzacym i regeneracyjnym wzgledem urazow i chorob
zwyrodnieniowych stawow, w wybranej postaci dermokosmetycznej o potwierdzonym
przenikaniu przezskérnym.

Opracowane produkty, w wybranej postaci dermokosmetycznej, miaty
charakteryzowa¢ si¢ potwierdzonym przenikaniem przezskornym, co z kolei miato
przyczynic si¢ do podniesienie jakosci zycia i utatwienie funkcjonowania os6b zmagajacych
si¢ z problemami uktadu kostno-stawowego oraz urazami, w szczegdlnosci osob aktywnie
uprawiajacych sport, a takze osob w podesztym wieku.

Badania w niniejszej pracy prowadzono w czterech etapach, poprzez:

1. dobor odpowiednich substancji aktywnych, surowcow bazowych oraz
promotoréw przenikania niezbednych do opracowania receptur. Preferowane byty
substancje o wysokim potencjale tagodzacym, kojacym a takze regenerujagcym, jak rowniez
majace silne dziatanie poprawiajgce mikrokrazenie podskorne, stymulujace zakonczenie
nerwowe poprzez rozgrzewanie lub chtodzenie miejsc urazéw i dysfunkcji stawowych,

2. wybdr postaci aplikacyjnej dermokosmetykow 1 opracowanie ich
szczegdblowych formulacji oraz opracowanie procedur analitycznych umozliwiajgcych
kontrolg jakosci otrzymanych produktow na podstawie analiz fizykochemicznych
1 analitycznych przy uzyciu urzadzen pomiarowych oraz oceny sensorycznej wybranych
parametréw. Wyboru formy aplikacyjnej dokonano na podstawie weryfikacji zdolnosci
przenikania przezskornego wybranych substancji aktywnych. Na maksymalizacje
efektywnosci transportu przeznaskorkowego istotny wpltyw miat dobdér promotoréw
przenikania,

3. opracowanie technologii wytwarzania formulacji w skali mikro (do 1 kg
wsadu) oraz podniesienie skali ich wytwarzania z laboratoryjnej do podttechnicznej
z uwzglednieniem optymalizacji etapow krytycznych (w tym zawarto$ci sktadnika
aktywnego 1 jego rozkladu w masie kosmetyku), majace na celu minimalizacj¢
energochtonnosci proceséw technologicznych,

4. przeprowadzenie, dla wybranych formulacji, wszystkich niezbednych badan
wdrozeniowych, tj.:

e okreslenie czystosci mikrobiologicznej probek laboratoryjnych wraz
z potwierdzeniem skuteczno$ci uktadow konserwujacych,

e oznaczenie stabilno$ci produktow w czasie i ich kompatybilno$ci z opakowaniami,

e okreslenie potencjalu draznigcego 1 alergizujacego kosmetykow,

e wykonanie badan aplikacyjnych (konsumenckie badania skutecznosci),

e wykonanie oceny toksykologicznej wraz z raportem bezpieczenstwa stosowania
produktu, stanowiace tagcznie dokumentacje rejestracyjng wybranych produktow
kosmetycznych.
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METODYKA PRACY

4.1. Analiza rynku oraz analiza literaturowa i wytypowanie
surowcOw o pozadanych  wlasciwosciach  lagodzacych
i regeneracyjnych

W pierwszej kolejnosci badan (zadania realizowane wedlug harmonogramu prac
zawartego w Indywidualnym Planie Badawczym doktoranta) przeprowadzono analiz¢
dostepnych na rynku kosmetycznym produktéw przeznaczonych do pielggnacii,
wspomagajacych leczenie choroby zwyrodnieniowej oraz regeneracj¢ kontuzji w obrebie
stawow, ktora pozwolita zdeterminowac dostepne formy aplikacyjne oraz data szersze
krytycznie spojrzenie na konkurencyjno$¢ branzy kosmetycznej. Analiza obejmowala
gruntowny przeglad dostepnych produktow kosmetycznych oraz identyfikacje 1 analize tych
najlepiej ocenianych, co mogloby pozwoli¢ na osiggnigcie przewagi konkurencyjnej
1 minimalizowanie ryzyka niepowodzenia 1 niskiego zainteresowania wdrozeniem
zaproponowanego, przez firme¢ Invanto, produktu na rynek. Przed okresleniem
teoretycznych sktadéow formulacji opracowywanych w ramach przedstawianej pracy
doktorskiej, przeprowadzono takze analiz¢ literaturowa umozliwiajacg pordwnanie
mechanizmow dziatania, wilasciwosci 1 mozliwosci wykorzystania w produktach
przeznaczonych do stosowania miejscowego substancji czynnych wykorzystywanych
w produktach dedykowanych chorobie zwyrodnieniowej stawdéw 1 kontuzji w obrebie
stawOw, na podstawie ktorej wytypowane zostaty surowce o najbardziej pozagdanym profilu
dziatania. Za zrodta literaturowe postuzyly elektroniczne bazy danych czasopism
naukowych (np. ScienceDirect, PubMedczy Medline czy ResearchGATE), pozycje
ksigzkowe oraz literatura przedmiotowa prac o charakterze przegladowym. Wyszukiwan
rekordow dokonywano na podstawie zastosowania réznych kombinacji stow kluczowych ze
szczegdlnym uwzglednieniem najnowszych 1 anglojezycznych pozycji. Interesujace
informacje przedstawiono w postaci tabeli 23 - 25 zawierajacych najwazniejsze (pod katem
niniejszej pracy) dane o substancjach, na podstawie ktorych dokonano wyboru substancji
aktywnych do opracowania badanych formulacji produktowych. Na podstawie
przeprowadzonych analiz, wlasnego doswiadczenia i aktualnej dostepnosci surowcoOw
kosmetycznych opracowano koncepcje produktow przeznaczonych do dalszych badan
1 zamowiono niezbedne surowce, w tym ekstrakt z ziela Epimedium Koreanum, siarczan
glukozaminy 1 wzorzec ikaryny.

4.2. Analiza ilosciowa ikaryny w ekstrakcie z Epimedium Koreanum
metoda HPLC-MS

W celu analizy ilosciowej ekstraktu z Epimedium Koreanum (The Garden of
Naturalsolution Co.), majacego na celu oznaczenie ilosci ikaryny w nim zawartej,
przeprowadzono analiz¢ z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
sprzezonej z detektorem mas (HPLC-MS). Do analizy wykorzystano spektrometr mas typu
QTOF (Impact HD, Bruker Daltonics) potaczony z chromatografem cieczowym UHPLC
(UltiMate 3000 Thermo Scientific/Dionex).

101



METODYKA PRACY

4.2.1. Warunki analizy

Rozdziat chromatograficzny prowadzono na kolumnie analitycznej Kinetex 2,6u
C18 (100 x 2.10 mm), utrzymujgc temperatur¢ kolumny 35 °C. Objetos¢ nastrzyku wynosita
3 ul. Jako fazg ruchoma wykorzystano:

e A:woda+ 0,1 % kwas mréwkowy (FA),
e B: acetonitryl (ACN) + 0,1 % kwas mrowkowy (FA),

ktore gradientowo (Tab. 2) przepuszczono przez kolumne z szybkoscig przeptywu
0,3 ml/min.

Tab. 2 Gradientowa elucja fazy ruchomej do oznaczania ikaryny w ekstrakcie z Epimedium
Koreanum metoda HPLC-MS

Czas [min]| A [%] B [%]
0 75 25
1 75 25
15 55 45
16 55 45
17 10 90
22 10 90
23 75 25
28 75 25

4.2.2. Wyznaczenie krzywej Kkalibracyjnej dla ikaryny i walidacja
metody analitycznej

Opracowano krzywa kalibracyjng analizowanego zwigzku. W tym celu sporzadzono
roztwory wzorcowe ikaryny (Chengdu Biopurify Phytochemicals LTD., czystos¢ < 98 %)
poprzez rozpuszczenie zadanej ilosci ikaryny (53 ng, 106 ng, 212 ng, 424 ng, 848 ng) w 1 ml
metanolu.  Przygotowane roztwory  przefiltrowano  z wykorzystaniem  filtrow
strzykawkowych o srednicy poréw 0,45 um i przeniesiono je do szklanych fiolek do analizy
HPLC. Dla potwierdzenia powtarzalnosci metody oznaczenia st¢zenia ikaryny w ekstrakcie
z Epimedium Koreanum przeprowadzono jej walidacj¢. W tym celu kazda z probek poddano
serii trzech pomiarow oraz obliczono odchylenie standardowe. Na podstawie otrzymanych
wynikow wyznaczono réwnanie krzywej kalibracyjnej 1 wspolczynnik korelacji,
zdeterminowano liniowo$¢ metody. Na podstawie porOwnania czasu retencji wzorca ikaryny
z czasem retencji zwigzku zawartego w badanym ekstrakcie sprawdzono réwniez
specyficznos$¢ metody.

4.3. Preparatyka zalozonych formulacji

Poczatkowo przygotowano po 100 g opracowanych formulacji wedlug tabel 3-7
przedstawionych ponize;j.
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4.3.1. Wykorzystana aparatura

Wykaz sprzetu: waga KERN PLJ 3500-2NM, mieszadlo mechaniczne IKA RW 20
digital, homogenizator IKA ULTRA TURRAX T25, mieszadlo magnetyczne bezsilnikowe
z grzaniem WIGO 1501/1502, ptyta grzejna SWITCH ON CO-A0201, termometr Testo 945,
szklo laboratoryjne.

4.3.2. Surowce

Wykaz wykorzystanych surowcow 1 ich producentow/dystrybutorow (nazwa
handlowa/producent): Epimedium Extract (GPD)-RSPO (The Garden of Naturalsolution
Co.), Glucosamine Sulfate (P.P.H. Standard Sp. z 0.0.), Wormwood Extract (Melisa S.C.
Przedsiebiorstwo Produkcyjno-Ustugowe), Methyl Sulfonyl Methane (Cardinal Pharma
S.A.), Arnica Extract (Melisa S.C. Przedsigbiorstwo Produkcyjno-Ustugowe), Weylcare
ATBS S0100 (DKSH Switzerland LTD.), Propylene Glycol (Donauchem Polska Sp. z 0.0.),
Menthol (Ogema Polska Sp. z 0.0.), PEG-40 Hydrogenated Castor Oil (Brenntag Polska Sp.
z 0.0.), Rosemary Essential Oil (Przedsigbiorstwo Avicenna Oil Witold Podlaski),
Eucalyptus Essential Oil (Przedsigbiorstwo Avicenna Oil Witold Podlaski), Clove Essential
Oil (Przedsigbiorstwo Avicenna Oil Witold Podlaski), Sharomix 721 (Sharon Personal Care
Srl), Natrosol™ 250 HHR (Ashland Polska Sp. z 0.0.), Cosmedia SP (Basf Polska), Cetyl
Alcohol (GHP Sp. zo.0. Sp.k.), Ceteareth 25 (GHP Sp. z 0.0. Sp.k.), Genemuls GS SE (GHP
Sp. z o0.0. Sp.k.), Lipex Shea Soft (AAK AB), Rafined Grapeseed Oil (Biocosmethic),
Keltrol® CG-T (CP Kelco), CetPro VBE (ProTec Ingredia).

4.3.3. Przygotowanie emulsji typu O/W

Pierwsza formulacj¢ emulsji otrzymano technikg emulgowania przy pomocy
homogenizatora. Do osobnych, szklanych zlewek odwazono odpowiednie ilosci sktadnikow
niezbednych do przygotowania 100 g emulsji (przedstawione w tabeli 3).

Skfadniki state fazy olejowej stopiono na ptycie grzejnej w temperaturze 55 °C,
a cze$¢ ciekla fazy olejowej dodano po stopieniu czgéci statej. Siarczan glukozaminy i MSM
(Metylosulfonylometan) rozpuszczono w fazie wodnej przy uzZyciu mieszadla
magnetycznego. Po catkowitym rozpuszczeniu siarczanu glukozaminy 1 MSM dodano gume
ksantanowa przy ciaglym mieszaniu i1 wiaczono podgrzewanie, kontynuowane do
osiggnigcia przez mas¢ temperatury 50 °C. Faze olejowa przeniesiono do fazy wodnej
1 homogenizowano przez 1 minutg (5000 rpm), a nastgpnie przeniesiono mas¢ na mieszadio
mechaniczne, gdzie kontynuowano mieszanie (350 rpm), az temperatura masy spadta do
30 °C. Dodano kolejne sktadniki fazy C i konserwant. Nast¢gpnie kontynuowano mieszanie
przez 10 minut (350 rpm).
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Tab. 3. Wstepny sklad formulacji emulsyjnej 1

Formulacja emulsja 1

Kolejnos¢  Nazwa

Faza skladnika  handlowa Skladnik INCI Funkcja
. . Water
Epimedium P diol
Al Extract Ero-p arj © 7 Sktadnik aktywny
(GPD) - RSPO pimedium Koreanum
Extract
I .
A2 Glucosamine Glucosamine Sulfate Sktadnik aktywny
Sulfate
Glycerin
Water
A3 Wormwood Butylene Glycol Skiadnik aktywny
Extract
Artemisia Absinthium
A Extract
Methyl Sulfonyl . .
A4 Methane Dimethyl Sulfone Sktadnik aktywny
Water
Glycerin
A5 Arnica Extract Arnica Montana Sktadnik aktywny
Flower Extract
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
Propylene —
A6 Glycol Propylene Glycol Promotor przenikania
A7 Keltrol® Cg-T ~ Xanthan Gum Modyfikator reologii
B1 Cetyl Alcohol Cetyl Alcohol Emulgator
B2 Genemuls Gs Se  Glycetyl Stearate Emulgator
B3 Ceteareth 25 Ceteareth 25 Emulgator
Bom Rafined Vitis Vinifera Seed Oil ~ Sktadnik bazo
Grapeseed Oil WY
. Butyrospermum Parkii .
B5 Lipex Sheasoft Sktadnik bazowy
Butter
C1 Menthol Menthol Promotor przenikania,
sktadnik chtodzacy
Peg-40 Sktadnik
°6 Peg-40 Hydrogentated a. o .
C2 Hydrogentated . powierzchniowo
. Castor Oil
Castor Oil czynny
C Rosemary Rosmarinus Officinalis .
3 Essential Oil Leaf Oil Sktadnik aktywny
Eucalyptus Eucalyptus  Globulus .
4 ktadnik akt
¢ Essential Oil Leaf Oil Skiadnik aktywny
Clove Essential Eugenia Caryophyllus .
C5 0l Bud Oil Sktadnik aktywny
Deh tic Aci
K K1 Sharomix 721 chydroacetic Acid Konserwant
Benzyl Alcohol
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4.3.4. Przygotowanie zelu

Poczatkowo przygotowano 3 formulacje zelowe po 100 g kazda, w celu wylonienia
najkorzystniejszego zagestnika.

4.3.4.1. Preparatyka formulacji zelowej 1

Przy pomocy wagi KERN PLJ 3500-2NM odwazono odpowiednie ilosci sktadnikow
kazdej z faz (przedstawione w tabeli 4). Faz¢ wodng umieszczono w szklanej zlewce
o pojemnosci 200 ml 1 mieszano przy pomocy mechanicznego mieszadta (250 rpm) do czasu
rozpuszczenia siarczanu glukozaminy i MSM. Do mieszaniny dodano skladnik Bl przy
cigglym mieszaniu. Nastepnie przeniesiono zlewke na plyte grzejng i podgrzano do
temperatury 55 °C monitorujgc temperatur¢. Po zagestnieniu masy stopniowo dodawano
faze C 1 konserwant przy cigglym mieszaniu przez 10 minut (350 rpm).

Tab. 4. Wstepny sklad formulacji Zzelowej nr 1

Formulacja zel 1

Kolejnos¢  Nazwa

Faza skladnika handlowa Skladnik INCI Funkcja
Al Woda Water Sktadnik aktywny
oczyszczona
) ) Water
Epimedium Propanediol
A2 Extract (GPD)- . P e Sktadnik aktywny
RSPO pimedium Koreanum
Extract
A3 Glucosamine ) samine Sulfate  Skladnik aktywny
Sulfate
Glycerin
Water
Wormwood .
A4 Extract Butylene Glycol Sktadnik aktywny
A Artemisia Absinthium
Extract
Methyl Sulfonyl . .
AS Methane (MSM) Dimethyl Sulfone Sktadnik aktywny
Water
Glycerin
Arni Mont
A6 Arnica Extract rmea ontand Sktadnik aktywny
Flower Extract
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
Propylene Promotor
A7 Propylene Glycol o
Glycol przenikania
Natrosol™ 250 Modyfikator
B B1 H thylcellul
HHR ydroxyethylcellulose reologii, zagestnik
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Promotor
Cl Menthol Menthol przenikania,
sktadnik chtodzacy
Sktadnik
Peg-40 . .
o Hydrogentated Ic’eg;4i) Oli{lydrogentated pov:llzrzchmowo
Castor Oil asto ceynny
C
Rosemary Rosmarinus Officinalis .
3 Essential Oil Leaf Oil Sldadnik aktywny
Eucalyptus Eucalyptus  Globulus .
4 Essential Oil Leaf Oil Sktadnik aktywny
Clove Essential Fugenia Caryophyllus .
C5 oil Bud Oil Sktadnik aktywny
K K1 Sharomix 721 Dehydroacetic Acid Konserwant
Benzyl Alcohol

4.3.4.2. Preparatyka formulacji zelowej 2

Odwazono odpowiednie ilosci sktadnikow kazdej z faz (przedstawione w tabeli 5).

Faze¢ wodna umieszczono w szklanej zlewce o pojemnosci 200 ml 1 mieszano przy pomocy
mieszadta mechanicznego (250 rpm) do catkowitego rozpuszczenia siarczanu glukozaminy
1 MSM. Do mieszaniny dodano surowiec zelujacy (sktadnik B1) przy cigglym mieszaniu
250 rpm, nastepnie mas¢ zzelowano poprzez dodatek trietanoloaminy (faza C)
1 kontynuowano mieszanie. Dalej, stopniowo dodawano faz¢ D 1 konserwant przy ciggtym

mieszaniu przez 10 minut (350 rpm).

Tab. 5. Wstepny sklad formulacji Zelowej nr 2

Formulacja zel 2

Faza Lolenosc o wa handlowa Skladnik INCI Funkcja
skladnika
Al Woda oczyszczona Water Rozpuszczalnik
Wat
A2 Epimedium Extract Pro ;nzfliol Sktadnik
(GPD) - RSPO TP aktywny
Epimedium Koreanum Extract
A3 Glucosamine Glucosamine Sulfate Sktadnik
A Sulfate aktywny
Glycerin
A4 Wormwood Extract Water Sktadnik
Butylene Glycol aktywny
Artemisia Absinthium Extract
Methyl Sulfonyl . Sktadnik
A5 Dimethyl Sulf
Methane (MSM) Hmethyl sutione aktywny
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Water
Glycerin )
A6 Arnica Extract Arnica Montana Flower Extract Sktadnik
: aktywny
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
Promotor
A7 P lene Glycol P lene Glycol
ropylene Glyco ropylene Glyco przenikania
B B1 Carbopol Carbomer Zagestnik
Promotor
przenikania,
Cl1 Menthol Menthol skladnik
aktywny
Peg-40 Sktadnik
Peg-40 H
C2 Hydrogentated cg-40 ydroog;ntated Castor powierzchniowo
C Castor Oil czynny
R Essential Sktadnik
C3 osemary. ssentia Rosmarinus Officinalis Leaf Oil adm
Oil aktywny
Eucalyptus . Sktadnik
4 E Leaf Oil
C Essential Oil ucalyptus Globulus Leaf O1 aktywny
. . . Sktadnik
C5 Clove Essential Oil  Fugenia Caryophyllus Bud Oil adnt
aktywny
Dehyd tic Acid
K K1 Sharomix 721 chydroacetic At Konserwant
Benzyl Alcohol
4.3.4.3. Preparatyka formulacji zelowej 3

Odwazono odpowiednie ilosci sktadnikow kazdej z faz (przedstawione w tabeli 6).
Faze¢ wodna umieszczono w szklanej zlewce o pojemnosci 200 ml i mieszano przy pomocy
mieszadta mechanicznego do catkowitego rozpuszczenia siarczanu glukozaminy i MSM. Do
mieszaniny dodano zagestnik (sktadnik B1) przy cigglym mieszaniu, a nastgpnie reszte
sktadnikow kontynuujac mieszanie przez 10 minut (350 rpm).

Tab. 6. Wstepny sklad formulacji zelowej nr 3

Formulacja zel 3

Koleinosé
Faza OINOSE Nazwa handlowa Skladnik INCI Funkcja
skladnika
Woda oczyszczona Water Rozpuszczalnik
Water
Epimedium Extract Propanediol .
Sktadnik akt
A (GPD)-RSPO Epimedium Koreanum adnik akdywny
Extract
I .
A3 Glucosamine Glucosamine Sulfate Sktadnik aktywny
Sulfate
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Glycerin
Water
A4 Wormwood Extract Butylene Glycol Sktadnik aktywny
Artemisia Absinthium
Extract
Methyl Sulfonyl . .
A Dimethyl Sulf ktadnik ak
5 Methane (MSM) imethyl Sulfone Sktadnik aktywny
Water
Glycerin
Arnica M
A6 Arnica Extract rnica Montana Sktadnik aktywny
Flower Extract
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
Promotor
A7 Propylene Glycol Propylene Glycol przenikania
ktadnik
B B1 Cosmedia SP Sodium Polyacrylate 5 ac%nl ,
konsystencjotworczy
Promotor
Ci Menthol Menthol przenikania, sktadnik
aktywny
Rosemary Essential Rosmarinus .
c 3 0il Officinalis Leat Oil ~ ><iadnik aktywny
Eucalyptus Eucalyptus Globulus .
4 Essential Oil Leaf Oil Sktadnik aktywny
FEugenia
C5 Clove Essential Oil Caryophyllus Bud Sktadnik aktywny
Oil
Dehyd tic Acid
K K1 Sharomix 721 clydroacetic A Konserwant
Benzyl Alcohol

4.3.5. Przygotowanie masci

Do szklanych zlewek odwazono odpowiednie ilosci skladnikow niezbednych do
przygotowania 100 g masci (przedstawione w tabeli 7). Skladniki state fazy olejowej (FAZA
B) stopiono na plycie grzejnej doprowadzajac do temperatury 55 °C. Siarczan glukozaminy
1 MSM rozpuszczono w fazie wodnej przy uzyciu mieszadla magnetycznego. Po catkowitym
rozpuszczeniu siarczanu glukozaminy i MSM przy cigglym mieszaniu wlaczono
podgrzewanie, kontynuowane do osiggni¢cia przez mas¢ temperatury 50 °C. Fazg¢ wodna
(FAZA A) przeniesiono do fazy ttuszczowej (FAZA B) i homogenizowano przez 1 minute
(5000 rpm), a nastepnie przeniesiono mas¢ na mieszadto mechaniczne, gdzie kontynuowano
mieszanie (250 rpm), az temperatura masy spadta do 30 °C. Dodano kolejne sktadniki fazy
C i konserwant, kontynuowano mieszanie przez 10 minut (350 rpm), pozostawiono mas¢ do
catkowitego ostygnigcia w temperaturze pokojowe;j.
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Tab. 7. Wstepny sklad formulacji w postaci masci

Formulacja mas¢ 1

Kolejnosé

Nazwa

F kladnik INCI Funkcj
aza skladnika handlowa Skladnik INC -
. . Water
Epimedium Propanediol
A2 Extract 7 -p i Z Sktadnik aktywny
(GPD) - RSPO pimedium oreanum
Extract
Gl i
A3 veosamine Glucosamine Sulfate Sktadnik aktywny
Sulfate
Glycerin
W d Water
Ormwoo .
A4 Extract Butylene Glycol Sktadnik aktywny
Artemisia Absinthium
Extract
A Methyl
A5 Sulfonyl Dimethyl Sulfone Sktadnik aktywn
Methane It WY
(MSM)
Water
Glycerin
A6 Arnica Extract ArnicaMontana Flower Sktadnik aktywny
Extract
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
Propylene —
A7 Glycol Propylene Glycol Promotor przenikania
B1 Petrolatum Petrolatum Sktadnik bazowy
B2 Genemuls — GS Glyceryl Stearate Emulgator
B SE
B3 Ceteareth 25 Ceteareth 25 Emulgator
B4 Cetyl Alcohol  Cetyl Alcohol Emulgator
C1 Menthol Menthol Promojcor przenikania,
sktadnik aktywny
Rosemary Rosmarinus  Olfficinalis .
C 3 Essential Oil Leaf Oil Skiadnik aktywny
Eucalyptus Eucalyptus Globulus Leaf .
4 ktadnik akt
¢ Essential Oil Ol Sktadnik aktywny
Clove Essential Eugenia  Caryophyllus .
C5 0il Bud Oil Sktadnik aktywny
K K1 Sharomix 721 Dehydroacetic Acid Konserwant
Benzyl Alcohol
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4.4. Specyfikacja fizykochemiczna opracowywanych produktow

wraz z metodyka analitycznag

4.4.1. Pomiar pH

Metoda ma zastosowanie do oznaczania pH produktow kosmetycznych i ich
roztworéw metoda potencjometryczng zgodnie z wymaganiami Ph. Eur 2.2.3 [377].

Oznaczenie pH  emulsji  ihydrozelu
przeprowadzano bezposrednio w preparacie
po jego sporzadzeniu, w trakcie badan
stabilno$ci oraz podczas kontroli jakosci
procesu produkcji. W przypadku wyjecia
preparatow z warunkow przechowywania
(temperatura pokojowa, 55 °C £ 2 °C, 40 °C
+ 2 °C), przed rozpoczeciem analizy,
odczekano do czasu osiggniecia przez probe
temperatury pokojowej.

Do badania wykorzystano
uprzednio skalibrowany, zgodnie
z zaleceniami producenta (z wykorzystaniem

Rys. 6. Aparat do pomiaru pH Fisher
Scientific Accumet AE150 [zdjecie wlasne]

buforow wzorcowych o pH 4,01, 7,00 oraz 10,00 Mettler Toledo), pH-metr Fisher Scientific
Accumet AE150 (Rys. 6) wyposazony w szklang elektrod¢ kombinowang. Oznaczenie
wykonano w temperaturze pokojowej wedlug wewnegtrznej metody Laboratorium
INVANTO Sp. z 0.0. MB/COS/04/01 - Oznaczenie pH produktow kosmetycznych metoda
potencjometryczng. Do zlewki o pojemnosci 100 ml odwazono 50 g analizowanej masy
produktu, nastepnie elektrode pomiarowa zanurzono bezposrednio w badanej masie, tak by
cala cze$¢ z membrang byla zanurzona w badanej probie. Odczytu wartosci pH dokonano
po ustabilizowaniu uktadu pomiarowego, przy braku zmian wartos$ci pH na wyswietlaczu
aparatu. Badanie powtdrzono trzykrotnie, z ktorych jako wynik wyliczono $rednig warto$¢.

4.4.2. Pomiar gestosci

Metoda ma zastosowanie do oznaczenia gestosci
badanego produktu metoda piknometryczng zgodnie
z wymaganiami Ph. Eur. 2.2.5 [378]. Oznaczenie ggstosci
analizowanych formulacji przeprowadzano bezposrednio
w preparacie po sporzadzeniu, w trakcie badan stabilnos$ci
oraz podczas kontroli jakosci procesu produkc;ji.
Oznaczenie wykonano w temperaturze pokojowej wedtug
wewngtrznej metody Laboratorium INVANTO Sp. z o.o.
MB/COS/02/01 - Oznaczenie gestosci produktéw
kosmetycznych metodg piknometryczng. Suchy piknometr
metalowy z przykrywka P -1POL-ZAF S.C. (Rys. 7.)
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spetniajacy wymagania ISO 2811 - 1 oraz dokumentacji technicznej o pojemnosci 100,032
cm® wraz z badang probka inkubowano do czasu osiggniecia temperatury otoczenia.
Piknometr z przykrywka zwazono na wadze KERN PLJ 3500-2NM i nast¢pnie wypelniono
masa badanego produktu, unikajac tworzenia pecherzy powietrza. Po zamknigciu
piknometru przykrywka, bibulg usuni¢to nadmiar substancji i ponownie zwazono. Gestos¢
wyliczono ze wzoru przedstawionego w réwnaniu nr 4, przy czym za obj¢tos¢ badanej
substancji (vs) przyjeto pojemno$¢ piknometru zgodnie z wzorcowaniem 100,032 cm’.
Analize wykonano trzykrotnie, zktorych jako wynik wyliczono $rednig wartos$¢
arytmetyczna.

4.4.3. Oznaczenie lepkosci dynamicznej otrzymanych formulacji

Do oznaczenia lepkosci dynamicznej wykorzystano wiskozymetr rotacyjny
Brookfield LVT 58064 zaopatrzony w komplet wrzecion przeznaczonych do substancji
o $rednich 1 wysokich lepkosciach, ktore umozliwiajg pomiary w zakresie 1 - 2 mln [mPa*s]
oraz termometr Testo 945. Podczas badania monitorowano temperatur¢ prob. Badane
formulacje przeniesiono do szklanych zlewek, zmierzono ich temperaturg,
a nastepnie zanurzono w nich odpowiednie wrzeciono wiskozymetru. Lepkos¢ mierzono
w temperaturze 23 °C za pomocg wrzeciona nr 3 dla kremow 1 nr 4 dla zeli, przy predkosci
obrotowej wrzeciona 12 obr/min dla zeli 1 1,5 obr/min dla emulsji. Dla kazdej formulacji
wykonano trzykrotny pomiar a na podstawie uzyskanych wynikow obliczono s$rednig
wartos¢ arytmetyczna.

4.4.4. Ocena sensoryczna badanych formulacji

Oceng sensoryczng przeprowadzono zgodnie z metodg opisowg analizy sensorycznej
z wykorzystaniem panelu 5 os6b oceniajgcych, o sprawdzonej wrazliwosci sensorycznej,
gdzie kazdy z oceniajacych:
e pozytywnie przeszedl badania pod katem zdolnosci rozrdzniania barwy,
wrazliwosci wechu, czucia powierzchniowego oraz czucia gtebokiego,
e zostal przeszkolony na temat metod i procedur prowadzenia badan sensorycznych,
oznaczen sensorycznych,
e zapoznal si¢ z formularzami oceny oraz zapisu wynikow, co do ktérych nie
zglaszal pytan.

Badanie bylo prowadzone w sposob, ktory uniemozliwia wzajemne
kontaktowanie si¢ 0s6b z grupy oceniajacych. Masy gotowych produktow kosmetycznych
przeniesiono do takich samych szklanych zlewek opisanych dwucyfrowym kodem losowych
liczb, tak by oceniajacy nie mogli wyciagna¢ dodatkowych wnioskow na temat badanej
formulacji. Podczas badania oceniajacy otrzymali ankiety (zatacznik 1) dotyczace cech
sensorycznych przedstawionych w tabeli 8, na podstawie ktorych utworzono usredniony
opis produktéw kosmetycznych.
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Tab. 8. Cechy sensoryczne i metody ich badania wykorzystane w ocenie
organoleptycznej

Parametr Definicja Ocena Skala

Kolor produktu
w odniesieniu do
Kolor rodzaju, Ocena wzrokowa Opisowa
intensywnosci oraz
hedonistyczna ocena

Opisowa +

interwatowa
Zapach 1 - zapach bardzo
w odniesieniu do ) nieprzyjemny,
Opisowa ocena

Zapach rodzaju, ) 2 - nieprzyjemny,
. L. z wykorzystaniem wechu )
Intensywnosci oraz 3 - §rednio
hedonistyczna ocena przyjemny,
4 - przyjemny,
5 - bardzo przyjemny
Opisowa +
Og6lny opis masy Oceniono opisowo interwalowa
produktu jako suma 1 interwatowo na 1 - bardzo ciezka
. sensorycznych odstawie wykorzystania .
Konsystencja ry y’ , p yxorzy ) 2 - cigzka,
odczué gestosci, wzroku oraz zmystow , .
L, .. ) ) . 3 — $rednia,
spoistosci i lepkosci  czucia powierzchniowego
emulsji i glebokiego 4 — lekka,
5 - bardzo lekka
Opisowo oceniono
, . . . obecnos¢
Ogdlny opis masy Oceniono opisowo . .
.. . zapowletrzenia,
., pod katem obecno$ci  z wykorzystaniem wzroku
Jednorodnos¢ , } grudek,
efektow oraz zmystu czucia . ,
. , . . . zanieczyszczen,
niejednorodnosci powierzchniowego .,
rozwarstwien
fazowych
Ocena interwatowa
N Oceniono 1 - bardzo trudne,
Latwos¢ . .
. . z wykorzystaniem czucia 2 - trudne,
Rozprowadzanie rozprowadzenia

produktu na skorze powierzchniowego, ocena 3 - §rednio trudne,

interwatowa 4 - latwe

5 - bardzo tatwe
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Ocena interwatowa
1 - bardzo
thusta/bardzo cigzko
si¢ wchtania,

Zdolnos¢ do tworzenia 2 - tlusta/cigzko si¢
thustego filmu po Ocena interwatowa wchtania,
L, wsmarowaniu wzrokowa oraz 3 - érednio
Thustos¢ L . .
w odniesieniu do z wykorzystaniem czucia  thusta/$rednio sie
wchtaniania masy powierzchniowego wchtania,
produktu 4 - lekko
thusta/dobrze si¢
wchlania,

5 - brak filmu/bardzo
dobrze si¢ wchiania

4.4.5. Stabilnos¢ wirowkowa emulsji

Odwazono po 3 g emulsji do kazdej z 6 probowek typu Eppendorf o pojemnosci
5 ml. Probowki sezonowano przez 24 godziny w warunkach temperatury pokojowej
(2 sztuki), 40 °C (2 sztuki), 5 °C (2 sztuki), nastepnie odczekano do powrotu masy do
temperatury otoczenia. Probowki umieszczono w rotorze katowym wirdéwki Sartorius
Centrisart D - 16C (Rys. 8) nastepnie po zamknigciu przykrywy rotora i pokrywy wirdwki
probki wirowano dwukrotnie przy 3500 rpm przez 5 minut.

Po odwirowaniu probek oceniono wizualnie ich wyglad pod katem wystgpienia
niestabilnosci, w tym rozwarstwienia uktadu czy zmiany liczby faz. Objetos¢ fazy
niezemulgowanej poréwnano z catkowitg objetoscig probki. Z wykorzystaniem wagi KERN
PLJ 3500-2NM zwazono catg mase¢ produktu po odwirowaniu oraz mase¢ rozwarstwienia lub
wydzielonej fazy, na podstawie czego
wyznaczono stabilno$¢ emulsji wedlug wzoru
(Rownanie 7):

Rys. 8. Wiréwka Sartorius Centrisart D
- 16C |zdjecie wlasne]

Roéwnanie 7. Rownanie opisujace stabilno$¢
emulsji

mop—m
SE = —>

100 %
mo

gdzie:

SE - Stabilno$¢ emuls;ji [%],

my - calkowita masa produktu po wirowaniu [g],

m - masa wydzielonej, niezemulgowanej fazy [g].
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4.4.6. Okreslenie stabilnosci produktow metoda wielokrotnego
rozpraszania Swiatla — Turbiscan

W celu zobrazowania niestabilno$ci przygotowanych formulacji emulsyjnych
wykorzystano aparat Turbiscan Lab Expert Formulaction. Fiolki pomiarowe wypetniono od
dotu do gory przygotowana emulsja do okreslonej wysokosci tak by masa analizowanych
substancji zajmowala okoto 90 % wysokosci. Splaszczono menisk poprzez delikatne
stukniecie fiolkg o blat oraz sprawdzono czy nie wystepuja puste przestrzenie wypetnione
powietrzem (pecherze powietrza), ktore moglyby zaburzy¢ odczyt. Tak przygotowane
proébki kolejno umieszczono w uchwycie urzadzenia pomiarowego nastawionego na 25 °C.
Pomiarow dokonywano od dnia sporzadzenia preparatéw przez okres 4 tygodni,
w nastgpujacych dniach: 1, 5, 14 oraz 28, a nastepnie przeanalizowano uzyskane wyniki.

4.4.7. Ocena mikroskopowa emulsji i okreslenie typu emulsji metodg
mikroskopowa

Do oceny mikroskopowej emulsji 1 okreslenia jej typu wykorzystano metody
mikroskopii optyczne;.

e Przygotowanie preparatow do obserwacji

Na jedno szkietko podstawowe naniesiono
niewielka ilo§¢ czystej emulsji i przykryto RYS- 9. Mikroskop optyczny Carl
szkietkiem nakrywkowym. Do mozdzierza Zeiss Suzhou Co., Ltd. Axiolab 5
odwazono 5 g badanej emulsji oraz 0,1 g oranzu
metylowego, ktére doktadnie wymieszano przez
rozcieraniec w mozdzierzu do otrzymania
jednorodnej  konsystencji. Niewielka  1lo$¢
mieszaniny naniesiono na szkietko podstawowe,
przykryto szkietkiem nakrywkowym i delikatnie
docisnigto przez bibulg, tak by uniknaé efektu
warstwowosci 1 ptywania emulsji.

[zdjecie wlasne]

Ocena mikroskopowa

Wszystkie preparaty obserwowano przy uzyciu
mikroskopu optycznego Carl Zeiss Suzhou Co.,
Ltd. Axiolab 5 (Rys. 9) pod powigkszeniem 1000x
z wykorzystaniem immersji, gdzie obserwowano
zachowanie 1 struktur¢ emulsji oraz wybarwienie
faz w odniesieniu do niezabarwionego preparatu.

4.4.8. Oznaczenie aktywnos$ci wody w masci

Metoda ma zastosowanie do oznaczenia wody aktywnej w produktach
kosmetycznych zgodnie z wymaganiami Ph. Eur.2.9.39 [379]. Oznaczenie aktywno$ci wody
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analizowanych formulacji przeprowadzano bezposrednio w masie produktu po
sporzadzeniu, w trakcie badan stabilnos$ci oraz podczas kontroli jako$ci procesu produkcji.
Oznaczenie wykonano wedhug wewnetrznej metody Laboratorium INVANTO Sp. z o.0.
MB/COS/03/01 - Oznaczenie aktywnosci wody w produktach kosmetycznych przy pomocy
stacjonarnego higroskopu Rotronic z sondg pomiarowa HC2-AW-USB (Rys. 10) uprzednio
skalibrowanym przy pomocy zelu krzemionkowego oraz z wykorzystaniem
oprogramowania V3.2 dedykowanego dla higroskopoéw firmy Rotronic.

Probki inkubowano do czasu osiagnigcia temperatury pokojowej, a nastgpnie
wypetiono pojemnik pomiarowy masg produktu. Pojemnik umieszczono w podstawce
sondy i zamknigto pokrywa z sonda, po czym uruchomiono analize¢ w programie. Odczytu
dokonano po ustabilizowaniu si¢ uktadu pomiarowego, przy braku istotnych zmian wartosci
w programie. Pomiar wykonano trzykrotnie, z ktorych jako wynik wyliczono $rednig
wartos$¢ arytmetyczng.

Rys. 10. Sonda do pomiaru aktywnos$ci wody Rotronic
HC2-AW-USB [zdjecia wlasne]

4.5. Wykonanie badan przenikania przeznaskorkowego in vitro
opracowanych formulacji wybranych form aplikacyjnych

4.5.1. Badanie uwalniania ikaryny oraz ocena kinetyKki jej przenikania
przez bariere imitujaca skore

Test uwalniania in vitro ikaryny z ekstraktu Epimedium Koreanum przeprowadzono
za pomocg aparatu topatkowego 708-DS Agilent Technologies Inc. (Santa Clara, CA, USA)
wyposazonego w 8 naczyh o pojemnosci 250 ml, z ktorych kazde zaopatrzone jest
w mieszadlo topatkowe oraz umieszczony pod nig dysk z komora ekstrakcyjng. Aparat
topatkowy do uwalniania sprz¢zony byt ze spektrofotometrem UV-VIS Cary Bio (Varian)
w celu pomiaru uwolnionej ilosci ikaryny. Jako ptyn akceptorowy przygotowano bufor
fosforanowy o pH 5,8. Bufor przygotowano poprzez polaczenie 1464 ml (1,464 L) roztworu
NaOH (Avantor, zawarto§c minimum 98,8%), powstatego w skutek rozpuszczenia 6,0 g
wodorotlenku sodu w 1500 ml (1,5 L) wody demineralizowanej, z roztworem KH>POys,
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(Avantor, zawarto$c minimum 99 %), powstaltym w skutek rozpuszczenia 32,5 g KH2POg4
w 2000 ml (2,0 L) wody demineralizowanej. Zmierzono i odnotowano pH powstatego
buforu. Do badania wykorzystano syntetyczng membrang celulozowa Cuprophan (Agilent)
o grubosci 11,5 um, ktéra przed badaniem kondycjonowano w buforze akceptorowym.
Odwazono 1,0 g badanej formulacji z ekstraktem Epimedium Koreanum oraz tej samej
formulacji z dodang czysta substancja aktywna zamiast ekstraktu 1umieszczono
w niezaleznych komorach ekstrakcyjnych, ktore nastepnie przeniesiono do naczyn aparatu
wypehionych ptynem akceptorowym. Badanie uwalniania substancji aktywnej prowadzono
w temperaturze 32 °C przez 96 godzin, gdzie pobdr probek nastgpowat przez pierwsze
2 godziny co 15 minut, a po tym czasie co godzing. Pr¢dko$¢ mieszania wynosita 250
obr/min. Ilo§¢ uwolnionej ikaryny obliczono poprzez pomiar zmian absorbancji w czasie
przy dtugosci fali A =270 nm.

4.5.2. Przenikanie in vitro w komorze Franz’a - siarczan glukozaminy

_ Badanie przemkan'1a in vitro dla Rys. 11. Aparat do HPLC Waters
siarczanu glukozaminy zostato Alliance 2695 z detektorem
przeprowadzone przez laboratorium RID model 2489 [zdjecie wlasne]

zewngtrzne przy uzyciu systemu Copley
Scientific TM firmy Franz Vertical Diffusion
Cell Test System z  mieszaniem
magnetycznym. W celu przeprowadzenia

analizy przenikania wykorzystano
syntetyczny, membranowy polisulfonowy
filtr HT Tuffryn 25 mm (Pall Corporation, ; %i
USA), ktory kondycjonowano przez 30 minut £ }\‘ '

przed rozpoczeciem badania uwalniania
invitro w soli fizjologicznej buforowanej
fosforanami (PBS) opH 7,4 (PolAura).

Membrang umieszczono pomiedzy

komorami: akceptorowa i donorowa {

pionowych komoér dyfuzyjnych. Komory _

akceptorowe wypelniono sola fizjologiczng 4 = aan o
i

buforowang fosforanami (PBS) o pH 7,4. Do
komory donorowej na membran¢ naniesiono
0,1 g analizowanych formulacji.
Rejestrowano ilo$¢ preparatu w kazdej
komorze i czas. Probki pobierano co godzing
w ilosci 200 pl przez 5 godzin. Po pobraniu
kazdej probki przywracano objetos¢ buforu
fosforanowego, aby utrzyma¢ panujace
warunki.  Ilo§¢  uwolnionej  substancji =
oznaczono przy pomocy HPLC z detektorem ‘
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RID (Rys. 11) Kolumna Eclipse XBD-C18 (250 x 4,6 mm, Sum), przy parametrach analizy:

e faza ruchoma: 55 % bufor fosforanowy (pH 3,0) (1 ml/2 L H>O), 45 % acetonitryl
(ACN),

e objetos¢ nastrzyku: 10 ul,

e temperatura kolumny: 28 °C,

e przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min.

4.5.3. Przenikanie in vitro w komorze Franz’a - ikaryna

Badanie przenikania in vitro dla ikaryny przeprowadzono w zewngtrznym
laboratorium przy pomocy systemu Copley Scientific TM firmy Franz Vertical Diffusion
Cell Test zmagnetycznym mieszaniem. W analizie wykorzystano syntetyczny filtr
membranowy polisulfonowy - filtr HT Tuffryn 25 mm (Pall Corporation, USA). Membrana
przez 30 minut przed badaniem byla kondycjonowana w soli fizjologicznej buforowane;j
fosforanami (PBS) o pH 7,4. Nastgpnie pomig¢dzy akceptorowa i donorowag komore
dyfuzyjng umieszczono przygotowany filtr membranowy, po czym komorg akceptorowa
wypetiono solg fizjologiczng buforowang fosforanami (PBS) o pH 7,4. Na membrang ze
strony komory donorowej naniesiono analizowang formulacj¢ w ilosci 0,1 g. Warunki
analizy byty nastepujace: 32 °C, mieszanie 50 rpm. Monitorowano ilo$¢ preparatu w kazdej
z komor 1 czas analizy. Poboru préobek w objetosci 200 ul dokonywano co godzing przez
5 godzin. Pobrang ilo§¢ uzupeliano buforem fosforanowym, aby utrzymaé panujace
warunki. Ilo§¢ uwolnionej substancji oznaczono przy pomocy HPLC-UV (Agilent
Technologies), kolumna Kolumna C18 (5 pm, 250 mm X% 4,6 mm i.d., YMC Co. Ltd, Kyoto,
Japan). Warunki prowadzenia oznaczenia przedstawiono w tabeli 10.

Tab. 10. Warunki analizy HPLC oznaczenia ikaryny z plynu akceptorowego pobranego po
badaniu przenikania

Parametr Warunki analizy
Probki oraz faza B byla filtrowana przez filtr
Przygotowanie probek 0,45 pm Millipore. Faza A byla filtrowana
przez filtr 0,22 pm Millipore
Faza ruchoma Metanol 54 % (Faza A); woda 46 % (Faza B)
Dlugosé fali 270 nm
Przepltyw fazy ruchomej 1,1 ml/min
Objetos$¢ nastrzyku 20 ul
Temperatura kolumny 25°C
Orientacyjny czas retencji ikaryny 25 min
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4.6. Optymalizacja procesu otrzymywania produktow
kosmetycznych i podniesienie skali ich wytwarzania do skali
poltechnicznej

4.6.1. Optymalizacja procesu wytwarzania i podniesienie skali
wytwarzania formulacji zelowej

Po ustaleniu doktadnego sktadu ilosciowego skladnikéw, formulacja zelowa
przedstawiata sig, jak w tabeli 11. Na jej podstawie przeprowadzono optymalizacje sktadu
1 podniesienie skali procesu wytwarzania do pottechniczne;.

Tab. 11. Sklad wybranej formulacji Zelowej po optymalizacji

Formulacja zel 1

Faza Kole]n'osc Nazwa handlowa Skladnik INCI Funkcja
skladnika
Al Woda oczyszczona Water Rozpuszczalnik
o Epimedium E:Ljne o Skladnik
Extract(GPD)-RSPO — aktywny
Epimedium Koreanum Extract
A3 Glucosamine sulfate Glucosamine Sulfate Sktadnik
aktywny
Glycerin
A4 Wormwood extract Water Sktadnik
Butylene Glycol aktywny
Artemisia Absinthium Extract
Methyl sulfonyl . Sktadnik
A AS methzne (MSM) 4 Dimethyl Sulfone aktywny
Water
Glycerin
. Arnica Montana  Flower Skladnik
A6 Arnica extract
Extract aktywny
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
A7 Propylene glycol Propylene Glycol E;Z:;?lz;a
Modyfikator
A8 Natrosol™ 250 HHR Hydroxyethylcellulose reologii,
zagestnik
Promotor
przenikania,
B B1 Menthol Menthol skladnik
aktywny
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Sktadnik
Peg-40 hydrogentated Peg-40 Hydrogentated Castor a' o .
B2 . . powierzchniowo
castor oil Oil
czynny
B3 Rosemary essential oil R?smarl’nus Officinalis Leaf Sktadnik
Oil aktywny
S .. Skfadnik
B4 Eucalyptus essential oil  Eucalyptus Globulus Leaf Oil adnt
aktywny
S .. Sktadnik
BS5 Clove essential oil Eugenia Caryophyllus Bud Oil adn
aktywny
K K1 Sharomix 721 Dehydroacetic Acid Konserwant
Benzyl Alcohol

4.6.1.1. Opracowanie i optymalizacja technologii otrzymywania formulacji
w skali laboratoryjne;j

W pierwszym etapie prac opracowano technologi¢ dla wielkosci wsadu 500 g,
z zachowaniem zalozonych parametrow naddatku procesowego w  zakresie
2 % wag. — 5 % wag. oraz wydajnosci procesu na poziomie > 95 % wag. Podczas
opracowywania technologii uwzgledniono takze zachowanie procesu dwufazowego
1 temperatury procesu 20 °C — 55°C, tak jak w przypadku pierwotnych formulacji
opracowanych dla wielkosci 100 g wsadu. Do wytworzenia masy produktu wykorzystano:
mieszadto mechaniczne zmienno-obrotowe IKA RW 20 digital, mieszadto $migltowe
(6 - topatowe), wage KERN PLJ 3500-2NM, ptyta grzejna SwitchOn CO-A0201 oraz
termometr laboratoryjny Testo 945. Przebieg procesu w skali laboratoryjnej obejmowat:

e Proces —faza A
Do wody (A1) dodano nawazone sktadniki: A2, A3, A4, AS, A6, A7, ktére mieszano
przy 250 rpm, az do calkowitego rozpuszczenia sktadnikéw. Nastepnie do uzyskanego
roztworu dodano partiami nawazony sktadnik A8 (zagestnik) 1 przeniesiono na ptyte grzejna
z jednoczesnym mieszaniem przy obrotach 350 rpm, do uzyskania przez mas¢ 55 °C.
Mieszanie kontynuowano do uzyskania jednorodnego zelu.

e Proces —faza B
Potaczono ze sobg sktadniki B2, B3, B4 i BS i wymieszano (przy 350 rpm) do
ujednorodnienia mieszaniny, nast¢pnie dodano sktadnik B1 i kontynuowano mieszanie do
rozpuszczenia krysztatow mentolu, do catkowitego ujednorodnienia sktadnikow.

e Proces — aczenie faz A + B
Do fazy A przy ciaglym mieszaniu (obroty 350 rpm) dodawano stopniowo fazg
B i kontynuowano mieszanie do catkowitego ujednorodnienia zelu.

e Konserwacja uktadu

Do potaczonych faz A + B dodano konserwant przy cigglym mieszaniu (obroty
350 rpm) do calkowitego ujednorodnienia mieszaniny.
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4.6.1.2. Opracowanie i optymalizacja technologii otrzymywania formulacji
w skali poltechnicznej

W drugim etapie prac opracowano technologi¢ dla wielkosci wsadu
50000 g - 150000 g, z zachowaniem zatozonych parametrow naddatku procesowego
w zakresie 3,5 % wag.- 5,0 % wag. oraz wydajnosci procesu na poziomie > 96 % wag.
Utrzymano takze dwufazowo$¢ procesu i temperature etapéw w zakresie 20 °C — 55 °C, tak
jak w przypadku pierwotnych formulacji opracowanych dla wielkosci 100 g i 500 g wsadu.
Do wytworzenia masy produktu wykorzystano: mieszalnik (Rys. 12) o pojemnosci
50 L- 150 L wyposazony w mieszadto kotwicowe, ramowe z tamaczami fal i zgarniacze
teflonowe (poziome, pionowe), mtyn laboratoryjny IKA (model: M20) oraz waga OHAUS
I-D33xW60C1R6.

R\ T\\\\\\\\\\V\\\\“\
S\~

n

Przebieg procesu w skali pottechnicznej obejmowat:
e Proces —faza A
Do wody (sktadnik A1) dodano nawazone skladniki: A2, A3, A4, A5, A6, A7
1 nastawiono mieszanie przy obrotach 20 rpm - 63 rpm, az do calkowitego rozpuszczenia
sktadnikéw. Do uzyskanego roztworu dodano partiami nawazony sktadnik A8 (zagestnik)
1 mieszano przy obrotach 20 rpm - 63 rpm (optymalizacja procesu mieszania wzgledem
obrotow) i grzaniu do 55 °C, ktdére kontynuowano do uzyskania jednorodnego zelu.
e Proces —faza B
Potaczono sktadniki B2, B3, B4, B5 i wymieszano do ujednorodnienia mieszaniny.
Dodano zmielony sktadnik B1 (mentol) i kontynuowano mieszanie przy obrotach 20 rpm —
63 rpm, do catkowitego zaniku krysztaléw — okreslono czas: od 2 minut do 7 minut
(w zalezno$ci od rozdrobnienia krysztatéw, w recepturze technologicznej dodano etap
mielenia krysztatéw sktadnika B1). Nastepnie dodano sktadniki B4, B5, B6 i mieszano przy
wybranym wczesniej parametrze ilosci rpm do catkowitego ujednorodnienia sktadnikow
(etap bez optymalizacji, czas mieszania przez 2 minuty).
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e Proces —faczenie faz A + B
Do fazy A przy cigglym mieszaniu (obroty 20 rpm - 63 rpm - optymalizacja procesu
mieszania wzgledem obrotow) dodawano stopniowo faze B i mieszano do uzyskania
catkowitego ujednorodnienia zelu.
e Konserwacja uktadu
Do potaczonych faz AB dodano sktadnik K (konserwant) przy kontynuowaniu
mieszania przy 20 rpm - 63 rpm, do catkowitego ujednorodnienia mieszaniny.

4.6.1.3. Optymalizacja procesu mieszania w skali péltechnicznej

a) Predkos¢ i czas procesu mieszania

Przeprowadzono optymalizacj¢ predkosci i czasu mieszania kluczowych etapow tego
procesu) sprawdzajac efekty dla 4 réznych predkosci i 3 czaséw mieszania (Tab. 12).
Odnotowano uwagi na podstawie, ktorych dokonano wyboru najkorzystniejszych

parametréw procesu (Tab. 12).
Tab. 12. Parametry optymalizacji procesu mieszania

Predko$¢ mieszania [rpm] Czas trwania procesu [min]
ETAP 1
3
20 6
9
3
35 6
9
3
50 6
9
3
63 6
9
ETAP 2
8
20 10
12
8
35 10
12
8
50 10
12
8
63 10
12
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b) Jednorodnos¢ otrzymanej mieszaniny

W procesie docelowym jako parametr jednorodno$ci mieszaniny, zbadano zawarto$¢
sktadnika A2 (ikaryna) w otrzymanej mieszaninie. Pobdr prob przeprowadzono zgodnie
z ponizszym schematem (Rys. 13).

Rys. 13. Schemat poboru préb dla formulacji zelowych

—
[

D3

D1, D2 i D3 to punkty poboru masy do badania zawarto$ci wybranego sktadnika
(ikaryny) przy pomocy HPLC Agilent Technologies Infinity 1290 detektorem UV-VIS
model 2489 (Rys. 14) i kolumny C18 (5 um, 250 mm x 4,6 mm i.d., YMC Co. Ltd, Kyoto,
Japan). Parametry procesu byly takie same, jak przedstawione w punkcie 4.5.3. niniejszej
pracy.

Rys. 14. Aparat HPLC firmy Agilent Technologies Infinity 1290 [zdjecie wlasne]
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4.6.2. Optymalizacja
i podniesienie
i poltechnicznej

otrzymywania
skali

formulacji
do

emulsyjnej

wytwarzania laboratoryjnej

jej

W tabeli 13 przedstawiono sktad formulacji emulsyjnej po optymalizacji procesu.

Tab. 13. Sklad formulacji emulsyjnej po optymalizacji

Formulacja emulsja 1

Faza Kolejnf)sc Nazwa handlowa Sktadnik INCI Funkcja
skladnika
. ) Water
Epimedium Propanediol
Al Extract (GPD)- Foimedium K Sktadnik aktywny
RSPO pimedium Koreanum
Extract
A2 Glucosamine Glucosamine Sulfate Sktadnik aktywny
Sulfate
Glycerin
A3 Wormwood Water Skiadnik aktywny
Extract Butylene Glycol
Artemisia Absinthium Extract
A A4 Metll\l/ilelﬂslzionyl Dimethyl Sulfone Sktadnik aktywny
Water
Glycerin
AS Arnica Extract Arnica Montana Flower Sktadnik aktywny
Extract
Potassium Sorbate
Sodium Benzoate
Promotor
A6 Propylene Glycol Propylene Glycol przenikania
A7 Keltrol® Cg-T Xanthan Gum Modyfikator reologii
B1 Cetyl Alcohol Cetyl Alcohol Emulgator
B2 Genemuls Gs Se Glycetyl Stearate Emulgator
B B3 Ceteareth 25 Ceteareth 25 Emulgator
B4 Graszin:dd ol Vitis Vinifera Seed Oil Skladnik bazowy
B5 Lipex Sheasoft ~ Butyrospermum Parkii Butter Sktadnik bazowy
Promotor
Cl Menthol Menthol przenikania, sktadnik
C aktywny
Promotor
C2 Camphor Camphor przenikania, sktadnik

aktywny
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Peg-40 Sktadnik
Peg-40 H tat t
C2 Hydrogentated cg-40 ydr(z)giein ated Castor powierzchniowo
Castor Oil czynny
Rosemary Rosmarinus Officinalis Leaf )
3 Essential Oil Oil Sktadnik aktywny
Eucalyptus Eucalyptus Globulus Leaf .
4 Essential Oil Oil Skladnik aktywny
1 E ial E ] B
Cs Clove §sent1a ugenia Caryf)phyllus ud Skladnik aktywny
Oil Oil
C6 Cetpro Vbe Vanillyl Butyl Ether Sktadnik aktywny
K K1 Sharomix 721 Dehydroacetic Acid Konserwant
Benzyl Alcohol

4.6.2.1.  Skala laboratoryjna

W pierwszym etapie prac opracowano technologi¢ wytwarzania emulsji dla
wielkosci wsadu 500 g, z zachowaniem zalozonych parametrow naddatku procesowego
w zakresie 2 % wag. - 5 % wag. oraz wydajnos$ci procesu na poziomie > 95 % wag. Podczas
opracowywania technologii uwzgledniono takze zachowanie wszystkich etapow
1 temperatury procesu 20 °C - 65 °C, tak jak w przypadku pierwotnych formulacji
opracowanych dla wielkosci 100 g wsadu. Do wytworzenia masy produktu wykorzystano:
mieszadto mechaniczne zmienno-obrotowe IKA RW 20 digital, mieszadto $migltowe
(6 - topatowe), homogenizator IKA ULTRA TURRAX T25, wage KERN PLJ 3500-2NM,
plyte grzejng SwitchOn CO-A0201 oraz termometr laboratoryjny testo 945. Przebieg
procesu w skali laboratoryjnej obejmowat:

e Proces —faza A
Zmieszano wszystkie nawazone sktadniki: A1, A2, A3, A4, AS, A6 1 mieszano przy
250 rpm do catkowitego ujednorodnienia sktadnikéw z jednoczesnym ogrzewaniem do
temperatury 50 °C — 55 °C. Nastepnie dodano nawazong ilo$¢ sktadnika A7 (guma
ksantanowa)
1 kontynuowano mieszanie przy 250 rpm do catkowitego zdyspergowania sktadnika A7.

e Proces —faza B
Na plycie grzejnej, w zlewce stopiono sktadniki B1, B2, B3, B5 kontrolujac
temperature masy, aby nie przekroczyta 65 °C i dodano sktadniki B4.

e Proces—faza A +B
Do fazy A dodano faz¢ B 1 mieszano przy 350 rpm przez 60 s, a nastgpnie mas¢
homogenizowano przy obrotach 10 000 rpm przez 350 s. Nastgpnie mase¢ mieszano
z nastawionym chtodzeniem masy do 30 °C.
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e Proces —faza C
Odwazono wszystkie sktadniki fazy C i mieszano je razem przy 350 rpm, az do
catkowitego rozpuszczenia krysztaldéw mentolu.

e Proces —faza C+ AB
Do wychtodzonej fazy AB dodano fazg C i mieszano przy 350 rpm do uzyskania
jednorodnej emuls;ji.
e Konserwacja uktadu
Do polaczonych faz AB dodano sktadnik K (konserwant) 1 kontynuowano mieszanie
przy 350 rpm do calkowitego ujednorodnienia emuls;ji.

4.6.2.2.  Skala poéltechniczna

W drugim etapie opracowania technologii wytwarzania emuls;ji dla wielkosci wsadu
50 000 g - 150 000 g, zachowano zalozone parametry naddatku procesowego w zakresie
3,5 % wag. - 5,0 % wag. oraz wydajnos$ci procesu na poziomie > 96 % wag. Utrzymano
takze dwufazowos$¢ procesu i temperature etapow w zakresie 20 °C — 65 °C, tak jak
w przypadku pierwotnych formulacji opracowanych dla wielkosci 100 g 1 500 g wsadu. Do
wytworzenia masy produktu wykorzystano: mieszalnik o pojemnosci 50 L - 150 L
wyposazony w mieszadlo kotwicowe, ramowe z tamaczami fal i zgarniacze teflonowe
(poziome, pionowe), homogenizator typu rotor-stator IKA T50, miyn laboratoryjny IKA
(model: M20) oraz wage OHAUS [-D33xW60C1R6, drugi mieszalnik dwu ptaszczowy
o pojemnosci 50-150 L indu Kubasik.
Przebieg procesu w skali péltechnicznej obejmowal:

e Proces —faza A
Do wody (A1) dodano nawazone sktadniki: A1, A2, A3, A4, A5, A6 i mieszano przy
35 rpm do catkowitego ujednorodnienia sktadnikow przez 2 minuty przy ciggtym grzaniu
masy do temperatury 50 °C — 55 °C. Nastgpnie dodano nawazong ilo$¢ sktadnika A7 (gume
ksantanowg) 1 kontynuowano mieszanie przy 35 rpm do catkowitego zdyspergowania
sktadnika A7 przez 7 minut.

e Proces —faza B
W topielniku rozpuszczono sktadniki B3, B4, B5, B6 przez ogrzewanie do
temperatury 55 °C - 60 °C, po czym dodano sktadniki B1, B2.

e Proces—faza A +B
Do fazy A dodano faz¢ B i mieszano przy 20 rpm - 50 rpm przez 120 s, a nast¢pnie
homogenizowano mas¢ przy 1000 rpm - 3000 rpm (optymalizacja parametrow
homogenizacji wzgledem wielko$¢ czastek fazy rozproszonej). Nastgpnie mas¢ mieszano
przy 20 rpm — 50 rpm i ciagglym chlodzeniu do 30 °C.
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e Proces —faza C
Sktadnik C1 (mentol) uprzednio zmielono. Odwazono wszystkie sktadniki fazy C,
ktére mieszano przy 30 rpm do catkowitego rozpuszczenia krysztatdéw (czas mieszania
2 minuty).

e Proces — faza C + AB
Do wychtodzonej fazy AB dodano fazg C i kontynuowano mieszanie przy 20 rpm —
50 rpm do uzyskania jednorodnej emulsji (optymalizacja parametrow mieszania).

e Konserwacja uktadu
Do polaczonych faz AB dodano sktadnik K (konserwant) 1 kontynuowano mieszanie
przy 30 rpm, az do catkowitego ujednorodnienia emulsji (czas mieszania 2 minuty).

4.6.2.3. Optymalizacja procesu mieszania i homogenizacji

a) Predkos$¢ i czas procesu mieszania oraz homogenizacji

Optymalizacja procesu wytwarzania emulsji w skali pottechnicznej obejmowata
analize pieciu predkosci 1 r6znego czasu procesu homogenizacji oraz mieszania zgodnie
z parametrami przedstawionymi w tabelach 14 i 15. Odnotowano $rednice czastek fazy
rozproszonej oraz wszelkie uwagi, na podstawie ktérych, podjeto decyzje o wyborze
optymalnych parametrow procesowych.

Tab. 14. Parametry optymalizacji procesu homogenizacji

Predkos¢ homogenizacji [rpm] Czas trwania procesu [min]
1
1000 3
5
1
1500 3
5
1
2000 3
5
1
2500 3
5
1
3000 3
5
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Tab. 15. Parametry optymalizacji procesu mieszania

Predkos¢ mieszania [rpm]| Czas trwania procesu [min]
ETAP 1
3
20 4
6
3
30 4
6
3
40 4
6
3
50 4
6

b) Jednorodnos¢ otrzymanej mieszaniny

Podobnie, jak w przypadku formulacji zelowej, w procesie docelowym jako parametr
jednorodnosci mieszaniny zbadano zawarto$¢ skladnika Al (ikaryny) w otrzymanej
mieszaninie. Pobor prob przeprowadzono zgodnie z ponizszym schematem (Rys. 15.)

Rys. 15. Schemat poboru préb dla formulacji emulsyjnych

—
-

D2 D5

D1, D2, D3, D4 i D5 to punkty poboru masy do badania, z ktérych oznaczono
zawarto$¢ wybranego sktadnika (ikaryny) przy pomocy HPLC-UV zgodnie z punktem 4.5.3.
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4.7. Testy czystosci mikrobiologicznej

4.7.1. Oznaczenie bakterii Staphylococcus aureus

Materiaty: ptytki Petriego o $rednicy 90 mm, szklo laboratoryjne: szklane kolby
ptaskodenne o pojemnosci 50 ml, szklane kulki o $rednicy w zakresie 3 mm — 4 mm, roztwor
fizjologiczny z tryptonem (trypton 1,0 g, NaCl 8,5 g, woda 1000 ml, pH 7,0 £ 0,2 w 25 °C),
pozywka neutralizujgca Eugon LT 100, agar tryptonowo-sojowy (TSA), agar z mannitolem
1 chlorkiem sodu (MSA, podloze Chapmana), zestaw do barwienia Grama, test
koagulazowy, test katalazowy, szczep testowy referencyjny Staphylococcus aureus ATCC
6538.

a) Oznaczenie bakterii Staphylococcus aureus

Przygotowano zawiesing poczatkowa probki badanej, odwazono 1 g badanego
produktu i rozpuszczono w 9 ml pozywki neutralizujgcej. Zawiesing doktadnie wymieszano
1 inkubowano w 32,5 °C £ 2,5 °C przez 48 h. Nastepnie wymieszano zawiesing poczatkowa
1 wykonano posiew namnozonej probki, gdzie na ptytke Petriego z selektywna pozywka
MSA naniesiono za pomocg ezy, inkubowang zawiesing w celu uzyskania pojedynczych
kolonii. Ptytke inkubowano w temperaturze 32,5 °C £+ 2,5 °C przez 48 h. Przeprowadzono
identyfikacj¢ charakterystycznych kolonii dla bakterii S. aureus — kolonie zotte z z6ttg strefy
wokot  kolonii. W  przypadku stwierdzenia wzrostu charakterystycznych kolonii
przeprowadzono identyfikacje¢ w kierunku S. aureus, gdzie przeprowadzono barwienie:
metoda Grama — S. aureus jest Gram - dodatnim ziarniakiem, test katalazowy — S. aureus
jest katalazo-dodatnig bakteria, test koagulazowy — S. aureus jest koagulazo-dodatnig
bakteria.

b) Rejestracja wynikow

Jesli identyfikacja kolonii potwierdza obecno$¢ S. aureus, wynik nalezy przedstawi¢
w formie: ,,obecne w 1 g”. Jesli nie uzyskano charakterystycznego wzrostu dla S. aureus lub
identyfikacja kolonii nie potwierdza obecnosci S. aureus, wynik nalezy przedstawi¢
w formie: ,,nieobecne w 1 g”.

¢) Wykazanie neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu

Nalezy wykaza¢, ze mikroorganizmy wystepujace w zakazonej probce beda zdolne
do wzrostu w warunkach badania. W tym celu wyhodowano S. aureus na podtozu TSA
(inkubacja w temperaturze 32,5 °C £+ 2,5 °C przez 18 h - 24 h). Przygotowano zawiesine
bakterii S. aureus w rozcienczalniku o gestosci okoto 1-10% jtk/ml. Wykonano rozcienczenia
w celu uzyskania zawiesiny o gesto$ci komorek w zakresie 100 jtk/ml — 500 jtk/ml. Posiano
1 ml zawiesiny na podtoze TSA w celu potwierdzenia ilo$ci komorek, ptytke inkubowano
w temperaturze 32,5 °C +£2,5°C przez 24 h. Nastgpnie przygotowano dwie zawiesiny
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poczatkowe probki badanej — 1 g badanego produktu w 9 ml pozywki neutralizujacej, calos¢
doktadnie wymieszano. Dodano 0,1 ml zawiesiny o gestosci komorek w zakresie 100 jtk/ml
— 500 jtk/ml do jednej z zawiesin badanej probki i wymieszano (zawiesina testowa), druga
to zawiesina kontrolna. Obie zawiesiny badanej probki (testowg i kontrolng) inkubowano
w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 24 h, po czym przeprowadzono oznaczenie obecnosci
bakterii S. aureus w obu zawiesinach wedtug powyzej opisanej procedury (rozdziat 4.7.1.a:
oznaczenie bakterii Staphylococcus aureus.

d) Ocena Neutralizacji

W celu wykazania neutralizacji wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu 1 poprawnosci metody oznaczenia Staphylococcus aureus musza by¢ speilnione
nastepujgce warunki:

e zawiesina S. aureus uzyta do zaszczepienia powinna charakteryzowac si¢ gestoscia
od 100 jtk/ml do 500 jtk/ml,

e oznaczono bakterie S. aureus w zawiesinie testowe] 1 nie oznaczono ich
w zawiesinie kontrolnej lub oznaczono bakterie S. aureus w zawiesinie kontrolnej
(zakazona probka) i1 oznaczono bakterie S. aureus w zawiesinie testowe],

e Jesli nie oznaczono bakterii S. aureus w zawiesinie testowej, $wiadczy to
o niepowodzeniu neutralizacji wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanej
probki. Konieczne jest zmodyfikowanie warunkéw badania poprzez zmiang
sktadu pozywki neutralizujacej lub zwigkszenie jej ilosci w celu umozliwienia
wzrostu bakterii S. aureus.

4.7.2. Oznaczenie bakterii Pseudomonas aeruginosa

Materiaty: plytki Petriego o $rednicy 90 mm, szklo laboratoryjne: szklane kolby
ptaskodenne o pojemnosci 50 ml, szklane kulki o $rednicy w zakresie 3 mm — 4 mm, roztwor
fizjologiczny z tryptonem (trypton 1,0 g, NaCl 8,5 g, woda 1000 ml, pH 7,0 + 0,2 w 25 °C),
pozywka neutralizujaca Eugon LT 100, agar tryptonowo-sojowy (TSA), agar z cetrymidem
(CET), agar Pseudomonas P (PAP), test oksydazowy, zestaw do barwienia Grama, lampa
UV (254 nm), szczep testowy Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

a) Oznaczenie bakterii Pseudomonas aeruginosa

Przygotowano zawiesing poczatkowa probki badanej, odwazono 1 g badanego
produktu, ktéry nastgpnie rozpuszczono w 9 ml pozywki neutralizujacej, a nastgpnie
inkubowano w temperaturze 32,5 °C £+ 2,5 °C przez co najmniej 24 h. Zawiesine poczatkowa
wymieszano i wykonano posiew. Na szklang ptytke Petriego z selektywna pozywka agarowa
z cetrymidem (CET) nalozono, za pomoca ezy, namnozong probke zawiesiny w celu
uzyskania pojedynczych kolonii i inkubowano w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C przez 24 h.
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Przeprowadzono identyfikacje¢ charakterystycznych kolonii dla bakterii P. aeruginosa —
ptaskie, przejrzyste, obecno$¢ zottozielonego pigmentu w podtozu, fluorescencja w §wietle
UV.

W  przypadku stwierdzenia wzrostu charakterystycznych kolonii przeprowadzono
identyfikacj¢ w kierunku P. aeruginosa poprzez barwienie metodg Grama — P. aeruginosa
jest Gram-ujemng pateczka, test oksydazowy - P. aeruginosa jest oksydazo-dodatnig
bakterig. Przesiano charakterystyczne kolonie z podtoza agarowego z cetrymidem (CET) na
podtoze selektywne Pseudomonas P (PAP) i inkubowano ptytke w temperaturze 32,5 °C +
2,5 °C. Sprawdzono wzrost po 24 h, 48 h 1 72 h 1 zidentyfikowano charakterystyczne kolonie
dla bakterii P. aeruginosa — kolonie otoczone zielong do niebieskiej strefg dyfundujacej do
podioza piocyjaniny lub otoczone czerwong do brazowej strefg dyfundujacej do podtoza
piorubiny.

b) Rejestracja wyniku

Jesli identyfikacja kolonii potwierdza obecno$¢ P. aeruginosa, wynik przedstawiono
w formie: ,,obecne w 1 g”. Jesli nie uzyskano charakterystycznego wzrostu dla P. aeruginosa
lub identyfikacja kolonii nie potwierdza obecno$ci P. aeruginosa, wynik przedstawiono
w formie: ,,nieobecne w 1 g”.

¢) Wykazanie neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu

Wyhodowano P. aeruginosa na podtozu TSA poprzez inkubowacje w temperaturze
32,5 °C £ 2,5 °C przez 18 h. Przygotowano zawiesing bakterii P. aeruginosa
w rozcienczalniku o gestosci okoto 1-108 jtk/ml. Wykonano seryjne rozcieficzenia w celu
uzyskania zawiesiny o gestosci komorek w zakresie 100 jtk/ml — 500 jtk/ml. Wysiano 1 ml
zawiesiny na podloze TSA w celu potwierdzenia ilosci komorek, plytke inkubowano
w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C przez 24 h. Przygotowano dwie zawiesiny poczatkowe
probki badanej — 1 g badanego produktu w 9 ml pozywki neutralizujacej i doktadnie
wymieszano. Dodano 0,1 ml zawiesiny o gestosci komoérek w zakresie 100 jtk/ml — 500
jtk/ml do jednej z zawiesin badanej probki i wymieszano (zawiesina testowa), druga to
zawiesina kontrolna. Obie zawiesiny badanej probki (testowa i kontrolng) inkubowano
w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 20 h, po czym przeprowadzono oznaczenie obecnosci
bakterii P. aeruginosa w obu zawiesinach wedlug wyzej opisanej procedury (rozdziat
4.7.2.a) oznaczanie bakterii Pseudomonas aeruginosa.

d) Ocena neutralizacji
W celu wykazania neutralizacji wtasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowych badanego

produktu i poprawnos$ci metody oznaczenia musza by¢ spetnione nastepujace warunki:

e zawiesina P. aeruginosa uzyta do zaszczepienia powinna charakteryzowaé sig¢
gestoscig od 100 jtk/ml do 500 jtk/ml,

130



METODYKA PRACY

e oznaczono bakterie P. aeruginosa w zawiesinie testowej i nie zidentyfikowano
bakterii P. aeruginosa w zawiesinie kontrolnej Iub oznaczono bakterie
P. aeruginosa w zawiesinie kontrolnej (zakazona probka) i zidentyfikowano
bakterie P. aeruginosa w zawiesinie testowej,

e Jesli nie oznaczono bakterii P. aeruginosa w zawiesinie testowej, swiadczy to
o niepowodzeniu neutralizacji wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanej
probki. Konieczne jest zmodyfikowanie warunkoéw badania poprzez zmiang sktadu
pozywki neutralizujacej lub zwigkszenie jej iloSci w celu umozliwienia wzrostu
bakterii P. aeruginosa.

4.7.3. Oznaczenie bakterii Escherichia coli

Materiaty: ptytki Petriego o $rednicy 90 mm, szkto laboratoryjne: szklane kolby
ptaskodenne o pojemnosci 50 ml, szklane kulki o $rednicy w zakresie 3 mm — 4 mm, roztwor
fizjologiczny z tryptonem (trypton 1,0 g, NaCl 8,5 g, woda 1000 ml, pH 7,0 = 0,2
w 25 °C), pozywka neutralizujagca Eugon LT 100, agar tryptonowo-sojowy (TSA), agar
MacConkey (MAC), agar z eozyng i biekitem metylenowym (EMB), zestaw do barwienia
Grama, szczep testowy referencyjny Escherichia coli ATCC 8739.

a) Oznaczenie bakterii Escherichia coli

Przygotowano zawiesing poczatkowa probki badanej, w tym celu odwazono
1 g badanego produktu, ktéry rozpuszczono w 9 ml pozywki neutralizujgcej, a nastepnie
inkubowano zawiesing w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 40 h. Wymieszano zawiesing
poczatkowa i1 wykonano posiew namnozonej probki, poprzez natozenie zawiesiny, przy
pomocy ezy, na ptytke Petriego z selektywng pozywka MacConkey (MAC) w celu
uzyskania pojedynczych kolonii i inkubowano ptytke w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C 48 h.
Nastepnie przeprowadzono identyfikacje charakterystycznych kolonii dla bakterii E. coli —
rozowoczerwone, moga by¢ otoczone strefg wytraconej zotci. W przypadku stwierdzenia
wzrostu charakterystycznych kolonii przeprowadzono identyfikacj¢ w kierunku E. coli
poprzez barwienie Grama — E. coli jest Gram-ujemng pateczky. Nastepnie przesiano
charakterystyczne kolonie z pozywki MacConkey (MAC) na agar z eozyna i bigkitem
metylenowym (EMB) 1 inkubowano ptytke w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 48 h, po
czym zidentyfikowano charakterystyczne kolonie dla bakterii E. coli — zielone, metaliczne
w $wietle odbitym i ciemnofioletowe w §wietle przepuszczonym.

b) Rejestracja wyniku
Jesli identyfikacja kolonii potwierdzita obecnos$¢ E. coli, wynik przedstawiono
w formie: ,,obecne w 1 g”. Jesli nie uzyskano charakterystycznego wzrostu dla E. coli lub

identyfikacja kolonii nie potwierdza obecnosci E. coli, wynik przedstawiono w formie:
,hieobecne w 1 g”.
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¢) Wpykazanie neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu

Konieczne byto wykazanie, ze mikroorganizmy wystepujace w zakazonej probce
beda zdolne do wzrostu w warunkach badania. W tym celu wyhodowano E. coli na podtozu
TSA poprzez inkubacje w temperaturze 32,5 °C £+ 2,5 °C 24 h. Przygotowano zawiesine
bakterii E. coli w rozcienczalniku o gestosci okoto 1-10% jtk/ml, a nastepnie wykonano
seryjne rozcienczenia w celu uzyskania zawiesiny o gestosci komorek w zakresie 100 jtk/ml
— 500 jtk/ml. 1 ml zawiesiny wysiano na tryptonowo sojowy agar (TSA) i w celu
potwierdzenia ilo$ci komorek, plytke inkubowano w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C przez
24 h. Nastepnie przygotowano dwie zawiesiny poczatkowe probki badanej — 1 g badanego
produktu w 9 ml pozywki neutralizujacej 1 doktadnie wymieszano. Dodano 0,1 ml zawiesiny
o gestosci komorek w zakresie 100 jtk/ml — 500 jtk/ml do jednej z zawiesin badanej probki
1 wymieszano (zawiesina testowa), a druga to zawiesina kontrolna. Probki obu zawiesin
inkubowano (testowa i kontrolng) w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 24 h.
Przeprowadzono oznaczenie obecnos$ci bakterii E. coli w obu zawiesinach wedtug wyzej
opisanej procedury (rozdziat 4.7.3.a) oznaczanie bakterii Escherichia coli.

d) Ocena neutralizacji

W celu wykazania neutralizacji wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu i poprawnosci metody oznaczenia muszg by¢ spetnione nastgpujace warunki:

e zawiesina E. coli uzyta do zaszczepienia powinna charakteryzowac si¢ gestoscig od
100 jtk/ml — 500 jtk/ml,

e oznaczono bakterie E. coli w zawiesinie testowe]j i nie zidentyfikowano bakterii
E. coli w zawiesinie kontrolnej lub oznaczono bakterie E. coli w zawiesinie
kontrolnej (zakazona probka) i1 zidentyfikowano bakterie E. coli w zawiesinie
testowej,

e Jesli nie oznaczono bakterii E. coli w zawiesinie testowej, $wiadczy to
o niepowodzeniu neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanej
probki. Konieczne jest zmodyfikowanie warunkow badania poprzez zmiang sktadu
pozywki neutralizujacej lub zwigkszenie jej ilosci w celu umozliwienia wzrostu
bakterii E. coli.

4.7.4. Oznaczenie grzybow Candida albicans

Materiaty: plytki Petriego o $rednicy 90 mm, szkto laboratoryjne: szklane kolby
ptaskodenne o pojemnosci 50 ml, szklane kulki o $rednicy w zakresie 3 mm — 4 mm, roztwor
fizjologiczny z tryptonem (trypton 1,0 g, NaCl 8,5 g, woda 1000 ml, pH 7,0 £ 0,2
w 25 °C), pozywka neutralizujaca Eugon LT 100, agar tryptonowo-sojowy (TSA), agar
Sabouraud z dekstroza (SDA), agar Sabouraud z dekstroza i chloramfenikolem (SDCA),
agar kukurydziany z 1 % Tween 80 (CMA), zestaw do barwienia Grama, surowica cielgca
lub konska, szczep testowy Candida albicans ATCC 10231.
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a) Oznaczenie grzybow Candida albicans

Metoda obejmuje oznaczenie w badanej probce namnozonych w nieselektywne;j
pozywce grzybow Candida albicans poprzez izolacje na pozywce selektywnej. Zbadano co
najmniej 1 g produktu. W badaniu wykorzystywano jedynie jatowe lub aseptyczne materiaty
i pracowano w warunkach aseptycznych. Przygotowano zawiesing poczatkowa probki
badanej, poprzez odwazenie 1 g badanego produktu w 9 ml pozywki neutralizujacej, ktora
nastepnie inkubowano w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 48 h. Wymieszano zawiesing
poczatkowa 1 wykonano posiew namnozonej probki poprzez naniesienie jej €za na plytke
Petriego, zawierajaca selektywng pozywke agar Sabouraud z dekstrozg i chloramfenikolem
(SDCA). Ptytke inkubowano w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C przez 48 h. Nastepnie
przeprowadzono identyfikacje charakterystycznych kolonii dla grzybow C. albicans — biate
do bezowych, kremowe, wypukte. W przypadku stwierdzenia wzrostu charakterystycznych
kolonii przeprowadzono identyfikacj¢ w kierunku Candida albicans. W tym celu
przeprowadzono barwienie Grama — C. albicans barwi si¢ na fioletowo, komorki sa
jajowate, rowniez wydtuzone, czasami wida¢ paczkujace komorki oraz przeprowadzono test
filamentacji probowkowej. W tescie filamentacji probéwkowej do probdéwki dodano od
0,5 ml do 1 ml surowicy cielecej lub konskiej oraz dodano koloni¢ badanego szczepu
1 inkubowano w cieplarce w temperaturze 37 °C = 2 °C przez 3 h, po czym wykonano
preparat do obejrzenia pod mikroskopem. Kietkujace formy z charakterystycznymi
wypustkami nitkowatymi §wiadczg o obecnosci C. albicans.

Jesli nie oznaczono kietkujacych form w tescie filamentacji probowkowej wykonano
drugi test. W tym celu przesiano charakterystyczng koloni¢ z podtoza agar Sabouraud
z dekstrozg i chloramfenikolem (SDCA) na agar kukurydziany z 1 % Tween 80 wykonujac
na $rodku ptytki kreske, nast¢pnie przykryto ja sterylnym szkietkiem nakrywkowym
1 inkubowano w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C przez 3 doby. Po inkubacji obserwowano
pod mikroskopem (powigkszenie 100x) w celu znalezienia duzych, wysoce zalamujacych
swiatlo, grubosciennych chlamydospor wystepujace na koncach lub odgalezieniach
strzgpek.

b) Rejestracja wyniku

Jesli identyfikacja kolonii potwierdza obecnos¢ C. albicans, to wynik przedstawiono
w formie: ,,obecne w 1 g”. Jesli nie uzyskano charakterystycznego wzrostu dla C. albicans
lub identyfikacja kolonii nie potwierdza obecnosci C. albicans, to wynik przedstawiono
w formie: ,,nieobecne w 1 g”.

¢) Wykazanie neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu

Konieczne jest wykazanie, Ze mikroorganizmy wystepujace w zakazonej probce
beda zdolne do wzrostu w warunkach badania. W tym celu wyhodowano Candida albicans
na podtozu agar Sabouraud z dekstroza (SDA), poprzez inkubacj¢ w temperaturze 32,5 °C
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+ 2,5 °C przez 24 h. Nastepnie przygotowano zawiesing komorek C. albicans o gestosci
okoto 1-10® jtk/ml i wykonano seryjne rozciehczenia w celu uzyskania zawiesiny o gestosci
komorek w zakresie 100 jtk/ml — 500 jtk/ml. W kolejnym kroku wysiano 1 ml zawiesiny na
ptytke¢ Petriego zpodlozem agar Sabouraud z dekstroza (SDA) i1 inkubowano
w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 24 h w celu potwierdzenia ilosci komorek.
Przygotowano dwie zawiesiny poczatkowe probki badanej — gdzie po 1 g badanego produktu
rozpuszczono w 9 ml pozywki neutralizujacej i doktadnie wymieszano. Nastepnie dodano
0,1 ml zawiesiny o gestosci komoérek w zakresie 100 jtk/ml — 500 jtk/ml do jednej z zawiesin
badanej probki 1 wymieszano (zawiesina testowa), natomiast druga to zawiesina kontrolna.
Tak przygotowane probki obu zawiesin (testowg i kontrolng) inkubowano w temperaturze
32,5 °C = 2,5 °C przez 24 h. Nastepnie przeprowadzono oznaczenie obecnosci grzybow
C. albicans w obu zawiesinach wedlug powyzej opisanej procedury (rozdzial 4.7.4.a)
oznaczenie grzybow Candida albicans.

d) Ocena neutralizacji

W celu wykazania neutralizacji wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu i poprawnosci metody oznaczenia muszg by¢ spetnione nastgpujace warunki:

e zawiesina C. albicans uzyta do zaszczepienia powinna posiada¢ gestos¢ 100 jtk/ml
— 500 jtk/ml,

e oznaczono grzyby C. albicans w zawiesinie testowej 1 nie zidentyfikowano grzybow
C. albicans w zawiesinie kontrolnej lub zidentyfikowano grzyby C. albicans
w zawiesinie kontrolnej (zakazona prébka) i oznaczono grzyby C. albicans
w zawiesinie testowej,

e Jesli nie zidentyfikowano grzybow C. albicans w zawiesinie testowej, Swiadczy to
o niepowodzeniu neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanej
probki. Konieczne jest zmodyfikowanie warunkow badania poprzez zmiane¢ sktadu
pozywki neutralizujgcej lub zwickszenie jej ilosci w celu umozliwienia wzrostu
grzyboéw C. albicans.

4.7.5. Ogolna liczba drozdzy i plesni

Materiaty: ptytki Petriego o $rednicy 90 mm, szklo laboratoryjne: szklane kolby
ptaskodenne o pojemnosci 50 ml, szklane kulki o $rednicy w zakresie 3 mm — 4 mm, roztwor
fizjologiczny z tryptonem (trypton 1,0 g, NaCl 8,5 g, woda 1000 ml, pH 7,0 + 0,2 w 25 °C),
pozywka neutralizujagca Eugon LT 100, agar tryptonowo-sojowy (TSA), agar Sabouraud
z dodatkiem chloramfenikolu — grzyby drozdZopodobne, agar ziemniaczany z dodatkiem
chloramfenikolu — grzyby plesniowe, szczep testowy Candida albicans ATCC 10231.

a) Oznaczanie ogolnej liczby drozdzy i pleSni

Metoda polega na zliczaniu kolonii grzybdéw plesniowych 1 drozdzopodobnych na
selektywnym podiozu agarowym po inkubacji w warunkach tlenowych. W badaniu
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wykorzystywano jedynie jalowe lub aseptyczne materialy i pracowano w warunkach
aseptycznych. W pierwszym etapie przygotowano zawiesing probki badanej. W tym celu
odwazono 1 g badanego produktu iwymieszano z 9 ml pozywki neutralizujace;j.
Przygotowano rozcienczenie 1:10, a nastgpnie wykonano posiew wglebny poprzez zalanie
1 ml zawiesiny probki, plynng pozywka agar tryptonowo-sojowy (TSA) o temp. 45 °C —
48 °C w dwoéch powtodrzeniach. Plytki inkubowano w pozycji odwrdconej w temperaturze
22,5 °C £ 2,5 °C przez 6 dni. Po inkubacji kolonie na ptytkach natychmiastowo zliczono.
Jesli nie bylto to mozliwe, przechowywano ptytki dodatkowo przez 24 h w temperaturze
5°C+3°C.

b) Obliczenia i przedstawianie wyniku

Dla doktadnosci obliczen uwzgledniono plytki zawierajace od 15 do 150 kolonii.
Wykonano obliczenia liczby drozdzy i plesni, N, w 1 g probki, za pomocg odpowiedniego
wzoru (Réwnanie 8).

Roéwnanie 8. Rownanie i jego rozwiniecie opisujace liczbe drozdzy i plesni w 1 g probki

N— m

T V-d
XC

N =
V-d
Yc

Xe = (n; + 0,1n,)
gdzie:
m — $rednia arytmetyczna liczby kolonii z dwoch plytek Petriego,
¢ — liczba kolonii z jednej ptytki Petriego,
x— $rednia wazona liczby kolonii otrzymanej w dwodch kolejnych rozcienczeniach,
V — objetos¢ rozcienczenia posianego na ptytke w ml,
d — wspodtezynnik rozcienczenia (0,1 dla 1:10, 0,01 dla 1:100, itd.),
2c¢ — suma kolonii dla dwoch rozcienczen,
n; — ilo$¢ ptytek dla pierwszego rozcienczenia,
n2 — ilo$¢ ptytek dla drugiego rozcienczenia.

¢) Wykazanie neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu

Dla prawidlowo$ci badania konieczne bylo wykazanie, Zze mikroorganizmy
wystepujace w zakazonej probee beda zdolne do wzrostu w warunkach badania. W tym celu
przygotowano szczep testowy Candida albicans ATCC 10231 na podtozu agar Sabouraud
z dodatkiem  chloramfenikolu.  Przygotowano  zawiesing  szczepu  testowego
w rozcienczalniku o gestosci okoto 1-10° jtk/ml. Po czym wykonano seryjne rozcieficzenia
dla szczepu testowego w celu uzyskania zawiesin o gestosci komoérek w zakresie 1000 jtk/ml
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— 3000 jtk/ml. Nastepnie wysiano 0,1 ml pozadanego rozcienczenia zawiesiny na podioze
agar Sabouraud z dodatkiem chloramfenikolu w dwoch powtorzeniach i inkubowano plytki
w temperaturze 22,5 °C £ 2,5 °C przez 3 - 5 dni w celu potwierdzenia ilosci komorek.
Przygotowano rownolegle dwie zawiesiny poczatkowe probki badanej, gdzie odwazono po
1 g badanego produktu i wymieszano go z 9 ml pozywki namnazajacej oraz doktadnie
wymieszano. Do zawiesiny poczatkowej badanej probki dodano 1 ml zawiesiny o ggstosci
komoérek w zakresie 1000 jtk/ml — 3000 jtk/ml i wymieszano (zawiesina testowa).
Dodatkowo, przygotowano zawiesing kontrolng do ktorej odmierzono po 9 ml pozywki
namnazajacej, | ml rozcienczalnika oraz 1 ml zawiesiny komoérek. Wykonano posiew
wglebny poprzez odmierzenie 1 ml otrzymanych zawiesin (testowe 1 kontrolne) na podioze
Sabourod 1 inkubowano ptytki w temperaturze 22,5 °C £ 2,5 °C przez 3 - 5 dni. Po tym
czasie zliczono kolonie na ptytkach.

d) Ocena neutralizacji

Liczba kolonii na ptytce probki badanej musi stanowi¢ przynajmniej 50 % liczby
kolonii na ptytce kontrolnej. Spetnienie tego warunku §wiadczy o zatwierdzeniu metody do
badania danego wyrobu — uzyta pozywka neutralizujaca jest odpowiedna. W przypadku
niepowodzenia, nalezy zmieni¢ warunki badania: zastosowa¢ inny bulion, zwigkszy¢ ilos¢
pozywki przy zachowaniu ilo$ci probki lub ich kombinacje.

4.7.6. Ogolna liczba mezofilnych mikroorganizmow tlenowych

Metoda polega na zliczaniu kolonii drobnoustrojow na nieselektywnym podtozu
agarowym po inkubacji tlenowej. W badaniu uzywano jedynie jatowych lub aseptycznych
materiatow 1 pracowano w warunkach aseptycznych.

Materiaty: ptytki Petriego o $rednicy 90 mm, szkto laboratoryjne: szklane kolby
ptaskodenne o pojemnosci 50 ml, szklane kulki o $rednicy w zakresie 3 mm — 4 mm, roztwor
fizjologiczny z tryptonem (trypton 1,0 g, NaCl 8,5 g, woda 1000 ml, pH 7,0 £ 0,2 w 25 °C),
pozywka neutralizujagca Eugon LT 100, agar tryptonowo-sojowy (TSA), szczep testowy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 lub szczep testowy Escherichia coli ATCC 8739 —
jako przedstawiciel bakterii Gram-ujemnych, szczep testowy Staphylococcus aureus ATCC
6538 jako przedstawiciel bakterii Gram-dodatnich.

a) Oznaczanie liczby mezofilnych mikroorganizmow tlenowych

Przygotowano zawiesing probki badanej - 1 g badanego produktu zhomogenizowano
w 9 ml pozywki neutralizujacej. Przygotowano rozcieficzenie 1:10 i wykonano posiew
wglebny poprzez zalanie 1 ml zawiesiny probki ptynng pozywka agar tryptonowo-sojowy
(TSA) (45 °C - 48 °C) w dwoch powtdrzeniach. Ptytki inkubowano w pozycji odwrocone;j
w temperaturze 32,5 °C £+ 2,5 °C przez 72 h. Wykorzystano warunki umozliwiajace
oznaczenie zardwno bakterii, jak 1 grzybow. Po inkubacji natychmiast zliczono kolonie na
ptytkach.
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b) Obliczenia i przedstawianie wyniku

Dla doktadnosci obliczen uwzglgdniono ptytki zawierajace od 30 do 300 kolonii.
Wykonano obliczenia liczby mezofilnych mikroorganizméw tlenowych, N, w 1 g probki
(wykonano zgodnie z punktem 4.7.5. podpunktem b).

¢) Wykazanie neutralizacji wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego
produktu

Dla prawidlowosci badania konieczne bylo wykazanie, ze mikroorganizmy
wystepujace w zakazonej probee beda zdolne do wzrostu w warunkach badania. W tym celu
przygotowano szczepy testowe (Pseudomonas aeruginosa oraz Staphylococcus aureus) na
podiozu agar tryptonowo-sojowy (TSA), ktore inkubowano w temperaturze 32,5 °C +£2,5 °C
przez 24 h. Przygotowano zawiesiny szczepOw testowych w rozcienczalniku o gestosci
okoto 1-108 jtk/ml, a nastepnie wykonano seryjne rozcienczenia dla obu szczepow testowych
w celu uzyskania zawiesin o gestosci komorek w zakresie 1000 jtk/ml — 3000 jtk/ml.
Wysiano 0,1 ml pozadanego rozcienczenia zawiesiny na podloze agar tryptonowo-sojowy
(TSA) w dwoch powtorzeniach w celu potwierdzenia ilosci komorek, po czym ptytki
inkubowano w temperaturze 32,5 °C £ 2,5 °C przez 24 h. W kolejnym etapie przygotowano
rownolegle dwie zawiesiny poczatkowe probki badanej — 1 g badanego produktu w 9 ml
pozywki namnazajacej i doktadnie wymieszano. Do zawiesiny poczatkowej badanej probki
dodano 1 ml zawiesiny o gestosci komorek w zakresie 1000 jtk/ml — 3000 jtk/ml
1 wymieszano (zawiesina testowa). Etap ten wykonano osobno dla obu szczepdw.
Przygotowano dwie zawiesiny kontrolne — 9 ml pozywki namnazajacej, 1 ml
rozcienczalnika oraz 1 ml zawiesiny komorek. Etap wykonano dla dwoch szczepdéw osobno,
a nastepnie wykonano posiew wglebny 1 ml otrzymanych czterech zawiesin (testowe
1 kontrolne) na podtozu agar tryptonowo-sojowy (TSA) i inkubowano ptytki w temperaturze
32,5°C£2,5°Cprzez 24 h - 72 h. Zliczono kolonie na ptytkach.

d) Ocena Neutralizacji

Liczba kolonii na plytce probki badanej musi stanowi¢ przynajmniej 50 % liczby
kolonii na ptytce kontrolnej (warunek musi by¢ spetniony réwnoczesnie dla dwoch
szczepOw). Spetnienie tego warunku $wiadczy o zatwierdzeniu metody do badania danego
wyrobu — uzyta pozywka neutralizujgca jest odpowiednia. W przypadku niepowodzenia,
nalezy zmieni¢ warunki badania: zastosowaé¢ inny bulion, zwigkszy¢ ilo§¢ bulionu przy
zachowaniu ilo$ci probki lub ich kombinacje.

4.8. Testy konserwacji (Chellenge tests)

Oceng zakonserwowania produktu przeprowadzono w laboratorium zewng¢trznym na
podstawie normy PN-EN ISO 11930:2019 Kosmetyki - Mikrobiologia - Ocena skutecznosci
ochrony przeciwdrobnoustrojowej produktu kosmetycznego [380]. Szczepy bakteryjne
wyhodowano na podiozu TSA (ang. Tryptic Soy Agar) (w temperaturze 32,5 °C + 2,5 °C
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przez 24 h — 48 h) oraz grzyby poddane hodowli na podtozu SDA (ang. Sabouraud Dextrose
Agar dla C. albicans) i PDA (ang. Potato Dextrose Agar dla A. brasiliensis), gdzie czas
hodowli wynosit 7 - 11 dni w temp. 22,5 °C £+ 2,5 °C. Kazdy ze szczepdéw byl testowany
osobno 1 wprowadzany do kosmetyku po wczesniejszym ustaleniu ich gestosci optycznej
w zakresie 1x107- 1x108 cfu/ml dla bakterii i 1x10°- 1x107 cfu/ml dla grzybow, uzyskanych
poprzez wykonanie szeregu rozcienczen dziesigciokrotnych tej zawiesiny i ich posiewie na
podtozach TSA, SDA i PDA. W nastgpnym etapie odwazono 20 g analizowanego produktu
do sterylnego opakowania w pigciu powtorzeniach (jedno powtorzenie dla kazdego ze
szczepow). Do kazdego powtorzenia dodano 0,2 ml odpowiedniej zawiesiny bakterii lub
grzybow, doktadnie wymieszano 1 inkubowano przez 28 dni w 22,5 °C + 2,5 °C, w ciagu
ktorych probki poddano ocenie mikrobiologicznej po 7, 14 1 28 dniach od momentu
rozpoczecia badania. Badanie mikrobiologiczne obejmowato pobranie 1 g wtornie
zakazonego produktu, do ktorego dodano 9 ml przygotowanego neutralizatora (Eugon LT
100), znoszacego dziatanie konserwantu zawartego w produkcie kosmetycznym,
umozliwiajagc  swobodne namnazanie drobnoustrojow, ktore przezyly obecno$¢
konserwantu. Tak przygotowang probke inkubowano przez 30 minut = 15 minut
w temperaturze pokojowej, po czym wykonano posiewy mikrobiologiczne i okre§lono
poprzez zliczenie liczbe powstatych kolonii. Jako probe kontrolng, w celu sprawdzenia
braku toksyczno$ci neutralizatora wobec badanego szczepu, wykorzystano probke
zawierajaca 9 ml neutralizatora oraz 1 g zawiesiny badanego szczepu zamiast
zaszczepionego wtornie produktu. Okreslenie liczby drobnoustrojow w dniu rozpoczecia
badania oraz po 7, 14 1 28 dniach umozliwito sprawdzenie czy mikroorganizmy sg zdolne
do przezycia i obliczono skutecznos¢ uktadu konserwujacego poprzez obliczenie ich
redukcji wg. wzorow logarytmicznych, ktore pozwalaja zakwalifikowaé produkt do
odpowiedniej kategorii (wg. kryterium A lub B), ktore wedlug normy PN-EN ISO
11930:2019 dzielg produkty na te, ktéorych ryzyko mikrobiologiczne jest uwazane za
akceptowalne (kryterium A), oraz te, ktorych ocena ryzyka mikrobiologicznego powinna
wskazywac¢ na dodatkowe czynniki ochronne (kryterium B), takie jak opakowanie z pompka
lub typu airless.

4.9. Testy stabilnos$ci i kompatybilnosci

Metoda opisuje wewngtrzng procedur¢ Laboratorium INVANTO Sp. z o.o.
onumerze MB/COS/01/01 dotyczaca postgpowania podczas badania stabilno$ci
1 kompatybilno$ci z opakowaniem produktow kosmetycznych. Badania stabilno$ci miaty na
celu oceng zdolnosci produktu do utrzymania pozadanych wtasciwosci fizykochemicznych,
mikrobiologicznych, sensorycznych 1 funkcjonalno$ci podczas przechowywania
1 stosowania przez konsumenta w odpowiednich warunkach przedstawionych w tabeli 16.
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Tab. 16. Warunki badan stabilnosciowych

Warunki badania

Badania przyspieszone obejmuja przechowywanie produktow przez 12 tygodni

Czas i 7 - dniowy cykl pomiarowy (£ 1 dzien)
Temperatura Proby przechowywano w temperaturze pokojowej, w 0 °C oraz 40 °C (£ 3 °C)
Wilgotnosé Niekontrolowana

Zakres badan ustalono na podstawie specyfikacji:
e ocena sensoryczna masy produktu i opakowania,
e zmiany masy,
e aktywnos$¢ wody (dla masci),
Zakres badan e pH (dla emulsji i zelu),
e gestos¢ (dla wszystkich formulacji),
e lepkos$¢ (dla wszystkich formulacji),
e stabilno$¢ emulsji (test wirowkowy) (dla emulsji),
e typ emulsji (dla emulsji)

Wymagana ilo$¢
ymag Dla badania przyspieszonego niezbedne jest 26 probek po minimum 100 g

prob

e numer badania stabilnosci (HB/rok/kolejny numer),
Oznakowanie e nazwa produktu,
probek e warunki przechowywania i punkt czasowy,

e osoba odpowiedzialna

Ilo$¢ punktow

9 punktéw czasowych (D0, D7, D14, D21, D28, D42, D56, D70, D84)
czasowych

Przed rozpoczeciem badania probki oznakowano wedlug wytycznych. Wszystkie
proby zwazono w oryginalnych opakowaniach wraz z etykieta i wykonano wybrane badania
poczatkowe dla proby zerowej (D0) zgodnie z zakresem badan przedstawionym w tabeli 17.

Tab. 17. Zakres badan i metodyki wykorzystane do badan stabilno$ci

Numer metody wewnetrznej

Zakres badan laboratorium INVANTO
Ocena sensoryczna masy produktu i opakowania MB/COS/09/01
Zmiany masy MB/COS/12/01
Aktywno$¢ wody (dla masci) MB/COS/03/01
pH (dla emulsji i Zelu) MB/COS/04/01
Gestos¢ (dla wszystkich formulacji) MB/CO0S/02/01
Lepkosé (dla wszystkich formulacji) MB/COS/05/01
Stabilno$¢ emulsji (test wiréwkowy) (dla emulsji) MB/COS/07/01
Typ emulsji (dla emulsji) MB/COS/16/01

Pozostate proby umieszczono w komorach stabilnosci (Rys. 16) wedlug
wyznaczonego programu badan stabilno$ci (Zatacznik 2). Zgodnie z harmonogramem
badan, proby wyjmowano z komoér w wyznaczonych punktach czasowych. W przypadku
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wyjecia preparatow z warunkow przechowywania, przed rozpoczeciem analizy odczekano
do czasu osiagnigcia przez proby temperatury pokojowe;.
Wykonano kolejno badania:
e test zmiany masy,
e oceng sensoryczng masy i opakowania (analogicznie, jak dla proby poczatkowej),
e oznaczenia wyznaczonych parametréw fizykochemicznych (analogicznie, jak dla
proby poczatkowej).

Wyniki badan opracowano w postaci tabel i wykresow.

Rys. 16. Komora stabilnos$ci Binder KBF [zdjecie wlasne]

4.10. Badanie dermatologiczne (potencjal drazniacy)
4.10.1. Dobor ochotnikow do badan

Badanie dermatologiczne zostalo wykonane na 25 osobowej grupie ochotnikdw,
ktorzy wyrazili dobrowolna zgod¢ na udziat w badaniu, zgodnie z Deklaracja Helsinska
z pozniejszymi  uzupelnieniami,  przepisami  UE,  Rzeczpospolitej  Polskiej
1 wytycznymi Cosmetics Europe. Przed rozpoczeciem badan zostat przeprowadzony wywiad
dermatologiczny (wiek ochotnikow, typ skory wg skali Fitzpatrica, alergie). Badanie
wykonano na zdrowej skorze, bez podraznien 1 zmian chorobowych. Ochotnicy zapoznali
si¢ z celem badania, jego przebiegiem oraz mozliwymi dziataniami niepozadanymi.
Uzytkownicy zostali zobowigzani do zglaszania si¢ do lekarza dermatologa w przypadku
wystapienia jakichkolwiek zmian §wiadczacych o podraznieniu skory.

Kryteria wiaczenia do badania

e wiek powyzej 18 roku zycia,

e osoby zdrowe, kobiety lub mezczyZni.
Kryteria niewlaczenia do badania:

e kobiety w cigzy lub karmigce,

e wykazana alergia lub wrazliwo$§¢ na ktorykolwiek sktadnik produktu
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kosmetycznego, osoby w trakcie miejscowego lub uktadowego leczenia
srodkami przeciwzapalnymi, lekami antyhistaminowymi,
immunosupresyjnymi, glikokortykosteroidami czy retinoidami.

4.10.2. Test platkowy

Badanie dermatologiczne bedace testem platkowym przebiegato pod kontrola
lekarza specjalisty (dermatologa), zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) Nr 1223/2009 [130] dotyczacym produktow kosmetycznych (Dz. Urz. UE
L 342z 22.12.2009), Cosmetic Europe — The Personal Care Association Guidelines Product
Test Guidelines for the Assessment of Human Skin Compatibility 1997 oraz Cosmetic
Europe — The Personal Care Association Guidelines Product Test Guidelines for the
Evaluiation of The Efficacy of Cosmetic Products 2008.

Proby ptatkowe polegajace na jednorazowej aplikacji badanego produktu
(o potwierdzonej czystosci mikrobiologicznej) z okluzjag zakladano na wewnetrznej
powierzchni przedramienia wedlug przyjetego schematu: badanym produktem
kosmetycznym smarowano skore o powierzchni 0,8 cm x 0,8 cm, miejsce to pokrywano
komorg Finna (pasek 10-komorowy plastra) (Rys. 17).

Rys. 17. Komora Finna przed i po przyklejeniu na skore [zdjecia wlasne]

Oy (For U]

10 8mm
:l:xn Chamber on Scanpor

Jesli pacjent miat tlusta skor¢ przed natozeniem plastrow delikatnie przetarto ja
alkoholem. Po naklejeniu plastrow na plecy pacjenta dociskano plaster przez okoto 5 sekund.
Ucisk i cieplo powodowaly lepsze przyklejenia si¢ plastra. Granice plastra oznaczono
markerem do skory. Produkt kosmetyczny naktadano w st¢zeniu handlowym. Osoby biorace
udziat w badaniu dermatologicznym zobowigzaly si¢ do unikania zmoczenia miejsca
aplikacji, ekspozycji na promieniowanie stoneczne oraz wysitku, ktore mogtyby zaburzy¢
odczyt. Po 24 godzinach od aplikacji opatrunek zdj¢to i dokonano oceny wyniku proby.
Ponownej kontroli dokonywano po 48 i 72 godzinach od rozpoczecia badania. Ocene
odczynéw dokonywano wedlug pieciopunktowej skali w badaniach dermatologicznych.
Ochotnicy pozostawali w stalym kontakcie z dermatologiem.
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4.10.3. Sredni wskaznik podraznienia

Sredni wskaznik podraznienia obliczony zostat na podstawie sumy klasyfikacji
punktowej dla rumienia oraz obrzgku/nacieku (Réwnanie 9) wedlug skali podanej w tabeli
18.

Tab. 18. Klasyfikacja punktowa podraznienia

Nazwa odczynu  Klasyfikacja Opis reakcji skornej Przyktad

Odczyn ujemny 0 Brak widocznej reakcji skornej

Palpacyjnie niewyczuwalna plama

Od li 1 ey
czyn watpliwy rumieniowa
Palpacyjnie wyczuwalne ognisko
Odezyn staby ) rumieniowe, \.zvsl.<azuj a}ce na mierny ’
obrzek lub nacieki, moze wystepowac
z grudkami lub bez, brak pecherzykoéw
Odezyn silny 3 Nasilony obrzek, liczne grudki

i nacieki, obecno$¢ pecherzykow

Zlewanie si¢ pecherzykow

Odczyn skrajnie w wicksze pecherze rzekome lub

4
nasilony obecno$¢ nadzerek powstajacych
w wyniku ich pekania
Obecnos¢ ,.efektu mydlanego” —
Odczyn 5 maceracji naskorka, obecnos$¢ krost,

podraznieniowy strupkoéw oraz tendencji do wygasania
od momentu zdjecia plastrow

Réwnanie 9. Ré6wnanie opisujace wskaznik podraznienia produktu

wskaznik podraznienia dla badanego produktu = (suma klasyfikacji punktowej)
/ (ilo$¢ ochotnikow)
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Na podstawie wskaznika podraznienia, produkt zostat sklasyfikowany zgodnie ze
skalg przedstawiong w tabeli 19.

Tab. 19. Klasyfikacja wyrobu pod wzgledem potencjalu drazniacego

Sredni wskaznik

P () Klasyfikacja wyrobu
Xs < 0,5 Niedraznigcy
0,5 <x4<2,0 Lekko draznigcy
2,0 <x¢<5,0 Umiarkowanie draznigcy
5,0 <Xy Silnie draznigcy

4.11. Badanie aplikacyjne ankietowe

4.11.1. Zakres badan

Zakres badan aplikacyjnych jest zgodny z:

e Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1223/2009
z dn. 30 listopada 2009 r. dotyczacym produktéw kosmetycznych [130]

e (Cosmetics Europe - The Personal Care Association ,,Guidelines for the
Evaluation of the Efficacy of Cosmetic Products 2008 [381],

e WMA Declaration of Helsinki — Ethical Principles for Medical Research
Involving Human Subjects (wyd. 1964 - 2013) [382],

e Ustawa z dn. 4 pazdziernika 2018r. o Produktach Kosmetycznych, Dz.U. 2018
poz. 2227 [383],

e Procedurg badawcza obowigzujagca w laboratorium zewnetrznym, ktoére
prowadzito badania.

4.11.2. Dobor ochotnikow

Ochotnicy bioracy udziat w badaniach zostali wytypowani w oparciu o:
e aktualnie obowigzujace polskie i europejskie przepisy prawne,
e wytyczne Cosmetics Europe- The Personal Care Association,
e deklaracj¢ Helsinska (1964-2013),
e procedur¢ badawcza obowigzujaca w laboratorium zewnetrznym.

Wszyscy wytypowani do badan ochotnicy spetniali wymagania dotyczace wiaczenia
do badan oraz podpisali zgod¢ na dobrowolne uczestniczenie w badaniu, a takze zostali
poinformowani o celu badania, sposobie jego prowadzenia oraz o mozliwych dziataniach
niepozadanych. Ochotnicy podczas catego badania byli pod stala opieka lekarza
dermatologa.
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4.11.3. Metodyka badan aplikacyjnych

Badanie wykonano zgodnie z wewngtrzng procedura badawcza pod nadzorem
lekarza specjalisty (dermatolog i chirurg ortopeda). Badanie prowadzono w warunkach
domowych. Zakwalifikowani do badan ochotnicy otrzymali do testowania badany produkt
oraz przygotowang ankiet¢. Ochotnicy zostali poinformowani o warunkach prowadzenia
badania, o obszarze oraz cz¢stotliwosci stosowania produktu. Czas trwania badania wynosit
12 tygodni. Zastosowanie obejmowato trzykrotng aplikacj¢ produktu w ciggu dnia na skore
okolic stawow kolanowych, tokciowych lub barkowych. Preparat po natozeniu na dionie
wmasowano kolistymi ruchami az do catkowitego wchtonigcia.

4.11.4. Badanie aplikacyjne zelu chlodzacego (kontuzje stawowe)

e Grupa badawcza: 20 ochotnikow, ktorzy zadeklarowali przebyta kontuzje,
e Plec: kobiety, mezczyZni,
o Wiek: 43 —79 lat
e Typ skory: normalna (40 %), wrazliwa (60 %)
e Problemy skorne: 40 % ochotnikow zglosito problemy skorne opisane przez
lekarza nadzorujgcego jako suchos¢ skory, podraznienia.
Oceniane parametry i pytania ankietowe przedstawiono w tabeli 20.

Tab. 20 Oceniane parametry i pytania ankietowe opracowane dla formulacji zelu
chlodzacego

Wiasciwosé Skala
Bardzo nieprzyjemna
Nieprzyjemna
Barwa Neutralna

Przyjemna
Bardzo przyjemna

Bardzo nieprzyjemny

Nieprzyjemny
Zapach Neutralny

Przyjemny

Bardzo przyjemny

Za mato intensywny

Odpowiedni

Intensywnos¢ zapachu
Intensywny

Bardzo intensywny

Bardzo zta
Zia
Aplikacja Srednia
Dobra
Bardzo dobra
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Wydajnosé

Bardzo staba

Staba

Srednia

Dobra

Bardzo dobra

Rozprowadzanie

Bardzo zle

Zle

Srednie

Dobre

Bardzo dobre

Uczucie ulgi

Bardzo stabe

Stabe

Srednie

Dobre

Bardzo dobre

Poprawa komfortu

Bardzo staba

Staba

Srednia

Dobra

Bardzo dobra

Posiada wlasciwosci chlodzace

Bardzo stabe

Stabe

Srednie

Dobre

Bardzo dobre

Niweluje napiecie mie$niowe

Bardzo stabo

Stabo

Srednio

Dobrze

Bardzo dobrze

Dziala wspomagajaco przy
dyskomforcie spowodowanym
sthuczeniami, siniakami,
urazami, ktérych
konsekwencjq jest opuchlizna

Bardzo stabo

Stabo

Srednio

Dobrze

Bardzo dobrze

Daje wrazenie ogélnego
odprezenia

Bardzo stabo

Stabo

Srednio

Dobrze

Bardzo dobrze
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4.11.5. Badanie aplikacyjne emulsji rozgrzewajacej (zwyrodnienia)

e Grupa badawcza:

ochotnikow, ktorzy zadeklarowali chorobg

zwyrodnieniowa stawow, bedacy pod opieka lekarska,

e Pte¢: kobiety, mezczyzni,

e Wiek: 65— 81 lat

e Typ skory: normalna (10 %), wrazliwa (90 %),

e Problemy skoérne: 90 % ochotnikéw zglosito problemy skérne opisane przez

lekarza nadzorujacego jako suchos¢ skory, podraznienia.

Oceniane parametry i pytania ankietowe przedstawiono w tabeli 21.

146

Tab. 21. Oceniane parametry i pytania ankietowe opracowane dla rozgrzewajacej

formulacji emulsyjnej

Wiasciwos¢

Skala

Barwa

Bardzo nieprzyjemna

Nieprzyjemna

Neutralna

Przyjemna

Bardzo przyjemna

Zapach

Bardzo nieprzyjemny

Nieprzyjemny

Neutralny

Przyjemny

Bardzo przyjemny

Intensywnos$¢ zapachu

Za mato intensywny

Odpowiedni

Intensywny

Bardzo intensywny

Aplikacja

Bardzo zta

Zta

Srednia

Dobra

Bardzo dobra

Wydajnosé

Bardzo staba

Staba

Srednia

Dobra

Bardzo dobra

Rozprowadzanie

Bardzo zle

Zte

Srednie

Dobre

Bardzo dobre
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Bardzo stabe
Stabe
Uczucie ulgi Srednie
Dobre
Bardzo dobre
Bardzo zta
Zta
Poprawa komfortu Srednia
Dobra
Bardzo dobra
Bardzo stabe
Stabe
Posiada wlasSciwoSci rozgrzewajace Srednie
Dobre
Bardzo dobre
Bardzo stabo

Stabo
Niweluje napiecie miesniowe Srednio
Dobrze
Bardzo dobrze
Dziala wspomagajace Bardzo stabo
w dyskomforcie zwigzanym Stabo
z obecnoscig choroby Srednio
zwyrodnieniowej stawéw, w tym Dobrze
zaburzen pracy miesni i stawow Bardzo dobrze
Bardzo stabo
Stabo
Daje wrazenie ogélnego odprezenia  Srednio
Dobrze

Bardzo dobrze

4.12. Ocena bezpieczenstwa z analiza toksykologiczna

Oceng bezpieczenstwa sktadu produktu kosmetycznego wykonano zgodnie
z obowigzujacymi normami prawnymi, Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) nr 1223/2009 z dnia 30 listopada 2009 r. dotyczacych produktéw kosmetycznych,
Decyzji Wykonawczej Komisji z dnia 25 listopada 2013 r. w sprawie wytycznych
dotyczacych zalacznika I do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego 1 Rady nr 1223/2009
oraz w oparciu o dokument ,,The SCCS notes of guidance for the testing of cosmetic
ingredients and their safety evaluation of guidance for the testing ofcosmetic ingredients and
their safety evaluation”, a takze dostepng literaturg¢ dotyczaca bezpieczenstwa stosowania
produktow kosmetycznych i uzytych surowcoOw. Raport oceny bezpieczenstwa opracowano
wedlug ponizszego schematu (Tab. 22.), na ktérym przedstawiono szczegodtowo strukture
raportu oraz jego poszczegolne elementy.
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Tab. 22. Schemat raportu bezpieczenstwa

Element raportu

Zakres informacji

7 r

Czes¢ A raportu

Sktad jakosciowy

i ilo§ciowy produktu

szczegotowego, Zarowno
jakoSciowego, jak i sktadu produktu
kosmetycznego wraz z identyfikacjg chemiczng substancji
(Nazwa INCI, CAS, EINECS/ELINCS) oraz ich
zamierzone funkcje; dla kompozycji
i aromatycznych nazwa inumer kompozycji oraz dane

Obejmuje podanie

ilosciowego

zapachowych

dostawcy

Whasciwos$ci
fizykochemiczne

Wiasciwosci fizyczne i chemiczne w postaci specyfikacji
produktowej

Ocena mikrobiologiczna

Specyfikacje czystoSci mikrobiologicznej, zaréwno

gotowego produktu, jak i poszczegdlnych surowcoOw oraz
wyniki testu konserwacji

Stabilnos¢
i kompatybilnos$¢ produktu
z opakowaniem

Wyniki badan stabilno$ci produktu w dajacych sie
przewidzie¢ warunkach przechowywania

Ogolne informacje

1 wilasciwosci  surowcoOw

oraz opakowan

Czystos$¢  surowcoOw 1 mieszanin, informacje
o zanieczyszczeniach i ilosciach $ladowych substancji
niedozwolonych oraz alergeny wraz z dowodami, Ze ich
unikniecie nie jest mozliwe ze wzgledow technicznych,
istotne wlasciwosci materialu opakowania czystos¢,

stabilnos$¢ i obecno$¢ zanieczyszczen

Narazenie na dziatanie
produktu kosmetycznego
i substancji w nim
zawartych

Normalnie dajace si¢ przewidzie¢ stosowanie produktu,

uzasadnione ostrzezeniami i wyjasnieniami
umieszczonymi na etykiecie produktu.
Dane dotyczace narazenia na dziatanie produktu
uwzgledniajace wnioski z normalnego i dajacego sig
przewidzie¢ stosowania ze szczegOlnym
uwzglednieniem:

® miejsca zastosowania,

e powierzchni aplikacji,

e ilosci zastosowanego produktu,

e czasu trwania i czestotliwosci stosowania,

e normalnych i dajacych si¢ przewidzie¢ drog

narazenia,
e populacji docelowej lub narazonej,

e danych dotyczacych narazenia na dzialanie
poszczegdlnych substancji dla odpowiednich
koncowych

toksykologicznych punktéw

z podaniem marginesu bezpieczenstwa

Profil toksykologiczny

Obejmuje opisanie profilu toksykologicznego substancji
znajdujacych si¢ w produkcie kosmetycznym ze
zwroceniem uwagi na ocen¢ toksycznosci lokalnej
(dzialania draznigcego na skor¢ i oczy) dziatanie
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uczulajace na skore oraz fototoksyczno$¢ w przypadku
produktow z filtrami UV

Wszystkie istotne toksykologicznie drogi wchtaniania,
dzialanie ogoélnoustrojowe na podstawie poziomu bez

obserwowalnego  dziatania ~(NOAEL)  obliczenie
= marginesOw bezpieczenstwa
= Informacje o  nanomateriatach i  substancjach
& sklasyfikowanych jako CMR
P
< Dziatania niepozadane Wszystkie dostgpne dane na temat dziatania
Z:mi i cigzkie dziatania niepozadanego i cigzkiego niepozadanego
S niepozadane kosmetycznego wyniku dziatania produktu
. . Inne istotne informacje, w tym badania z udziatem
Informacje o produkcie o,
ochotnikéw lub oceny ryzyka przeprowadzone
kosmetycznym o
w pokrewnych dziedzinach
. Oswiadczenie 0 bezpieczenstwie roduktu
Whiosek z oceny P P
kosmetycznego
= Ostrzezenia 1 instrukcje . . . L . .
= , . Oswiadczenie o konieczno$ci umieszczenia na etykiecie
5 stosowania  umieszczone . o . .
2 o produktu okreslonych ostrzezen i instrukcji stosowania
= na etykiecie
=) Wyjasnienie toku rozumowania, ktorego wynikiem jest
:§ Rozumowanie wniosek z oceny oraz o$wiadczenia o ostrzezeniach
5 1 instrukcjach

Kwalifikacje eksperta
1 zatwierdzenie

Dane safety assessora, dowody posiadania wtasciwych
kwalifikacji wraz z datg i podpisem

W ocenie bezpieczenstwa istotna jest rowniez analiza zanieczyszczen substancjami
niedozwolonymi, ktéore moga wystgpowaé pod postacig zanieczyszczen w surowcach
wykorzystywanych do produkcji, a takze moga by¢ nieswiadomie wprowadzone do masy
kosmetycznej w trakcie procesu produkcyjnego, jak réwniez mogg powstawaé w skutek
potencjalnych przemian i interakcji chemicznych miedzy sktadnikami czy tez migracji
substancji z materialu opakowaniowego do produktu podczas przechowywania. Obecnos¢
sladowych ilosci w produktach gotowych oceniono na podstawie specyfikacji i danych
technicznych lub aktualnej wiedzy na temat wytwarzania surowca (pochodzenia substancji,
procesu produkcji, metody syntezy, procesu ekstrakcji, wykorzystanych rozpuszczalnikéw).
Oceny bezpieczenstwa obecnosci sladowych ilosci niedozwolonych zwigzkéw, mogacych
wplywac na bezpieczenstwo produktu, a dla ktérych jednoczesnie nie ma okreslonych stezen
granicznych, dokonata osoba przeprowadzajagca ocen¢ bezpieczenstwa stosowania
gotowego produktu — safety assessor. Uzasadniono obecno$¢ $ladowych ilosci
z wykorzystaniem dostgpnych zrodet oraz wydano opini¢ dotyczaca dopuszczalnosci tych
ilosci z punktu widzenia toksykologicznego i ogdlnego bezpieczenstwa.

Do oznaczania narazenia wykorzystano dane:

e rodzaj produktu,
® miejsce zastosowania,

e ilo$¢ w jednorazowym stosowaniu w przypadku normalnego i dajacego si¢
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przewidzie¢ stosowania,
e czas trwania i czgstotliwosci stosowania,
e normalne dajagce si¢ przewidzie¢ drogi narazenia oraz w niektorych
przypadkach drugorzgdowe drogi narazenia,
e docelowa grupa stosowania.
Nastepnie obliczono narazenie na dzialanie poszczegdlnych substancji, co jest
niezbedne do dokonania oceny potencjalnego zagrozenia ze strony poszczegdlnych
sktadnikow formulacji. W tym celu obliczono lub odczytano:

a) SED (Systemic Exposure Dose) — dawke narazenia systemicznego [mg/kg masy
ciata/dzien], oznaczajaca dawke, na ktorg konsument jest narazony podczas
stosowania produktu kosmetycznego. Jesli bylo to mozliwe, warto$¢ ta zostata
odczytana z danych literaturowych lub obliczona wg rownania 10, jesli dostepne sa
dane dotyczace absopcji dermalnej podane w procentach:

Roéwnanie 10. Rownanie opisujace dawke narazenia systemicznego (SED)
analizowanego skladnika mieszaniny na podstawie danych absorpcji dermalnej [%]

DA,

SED =A-( 100 %

100% ¢
gdzie:

SED - dawka narazenia systemicznego [mg/kg masy ciata/dzien],

A - Dawka dzienna analizowanego sktadnika [mg/kg masy ciata/dzien],

C - llo&¢ (stezenie procentowe) analizowanego sktadnika w gotowym produkcie [%],
DA, - absopcja dermalna analizowanego sktadnika [%].

W przypadku, kiedy absorpcja dermalna podana jest w ug-cm? to warto§¢ SED
wyznaczona zostata na podstawie rownania 11.

Réwnanie 11. Réwnanie opisujace dawke narazenia systemicznego (SED) na
podstawie danych absorpcji dermalnej [pg-cm?]

DA,-103mg-pug 1 -SSA-F
SED = —22 g Hng
60 kg

gdzie:

DA, - abdorpcja dermalna [ug-cm™],

SSA - powierzchnia skéry eksponowana na zastosowang ilo$¢ produktu [cm?],
F - czestotliwos$¢ stosowania gotowego produktu [1 dzien = 1] (F>1),

60 kg - typowa masa ciala cztowieka.

b) NOAEL (No-observed adverse effect level) — najwyzsze st¢zenie niedziatajace
szkodliwie [mg/kg masy ciata/dzien] odczytano z danych literaturowych dostepnych
w bazach:
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e CIR (Cosmetic Ingredient Review),
e ECHA (European Chemicals Agency),
e RTECS (The Registry of Toxic Effects of Chemical Substances database),
e SCCS (The Scentific Commitee on Consumer Safety),
e PubChem (National Library of Medicine National Center for Biotechnology
Information),
e DART (Developmental and Reproductive Toxicology Database).
W przypadku dostepnosci roznych danych do dalszej analizy wykorzystano najnizsza
wartosc.
¢) MoS (Margin of Safety) — margines bezpieczenstwa

Marginesy bezpieczenstwa dla poszczegdlnych substancji obliczono zgodnie z rGwnaniem
12.

Roéwnanie 12. Rownanie opisujace margines bezpieczenstwa stosowania produktu
kosmetycznego (MoS)

NOAEL

MoS =
05 = ~SED

Za bezpieczne, zgodnie z obowigzujacymi regulacjami, uznano substancje
0 marginesie bezpieczenstwa powyzej 100.

Nastepnie opracowano profil toksykologioczny kazdego ze sktadnikow, w ktorym
opisano dostgpne zagrozenia toksykologioczne wynikajace z toksycznosci lokalnej
(dziatanie draznigce na skore, oczy, dziatanie uczulajace na skore oraz fototoksycznosé
w przypadku pochlaniania promieniowania UV). Ponadto, jesli dostepne byly dane,
wskazano wlasciwosci sktadnikow (wielkos$¢ czgstek, zanieczyszczenia, interakcje) mogace
mie¢ potencjalny wptyw na toksycznosc.

4.13. Kontrola jakosci

Kontrola jako$ci prowadzona jest dla kazdej wyprodukowanej partii produktu i jest
podstawa do zwolnienia towaru z magazynu na podstawie wydanego certyfikatu kontroli
jakosci.

4.13.1. Pobieranie prob

Probki pobierane byly do badan kontroli jakosci zgodnie ze schematem
przedstawionym na Rys. 18 przez wykwalifikowanego pracownika z zachowaniem
nalezytych zasad ostrozno$ci przepisow BHP oraz zgodnie z wytycznymi zawartymi
w normie PN-EN ISO 22716. Pobierana ilo§¢ probek do badan kontroli jakosci, zalezna jest
od ilo$ci produktow wchodzacych w skiad partii.
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Rys. 18. Schemat postepowania podczas poboru prob do kontroli jakoSci

£ACZENIE PROB
TYPOWANIE PIERWOTNYCH W
OPAKOWAN USREDNIONE PROBY

JEDNOSTKOWE

PARTIA PRODUKTU POBIERANIE PROB POBIERANIE PROB .
(MASA W PIERWOTNYCH JEDNOSTKOWYCH PROBKA BADANIA KONTROLI

OPAKOWANIACH (POJEDYNCZE : (PROBY LABORATORYJNA JAKOSCI
JEDNOSTKOWYCH) OPAKOWANIA) USREDNIONE)

PROBKA
ARCHIWALNA

4.13.2. Probki archiwalne

W celu umozliwienia wykonania ponownych kontroli, probki archiwalne kazdej
z partii przechowuje si¢ przez caly okres przydatnosci + 1 miesigc. Probki archiwalne
przechowywane s3 w wyznaczonym miejscu 1 okreslonych warunkach (temperatura
pokojowa) w bezposrednich opakowaniach 1 w ilosci umozliwiajacej wykonanie badan
z zakresu kontroli jakosci.

4.13.3. Zakres badan kontroli jakosSci

Kazda wyprodukowana partia produkcyjna podlegata kontroli jako$ci, podczas
ktorej weryfikowoano zgodno§¢ parametréw zawartych w opracowanej specyfikacji
z wynikami badan przeprowadzonymi dla wyprodukowane] masy (czystos$¢
mikrobiologiczna oraz parametry fizykochemiczne zawarte w specyfikacji produktu).
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5.1. Analiza rynku oraz analiza literaturowa i wytypowanie surowcow
o pozadanych wlasciwosciach lagodzacych i regeneracyjnych

Wybdr surowcdéw aktywnych dla danego produktu kosmetycznego jest kluczowa
kwestig, ktora ma ogromny wplyw na dziatanie gotowego produktu. Wybrane sktadniki nie
powinny dziata¢ wzgledem siebie antagonistycznie oraz warto jest zwrdci¢ uwage na to, aby
poszczegblne sktadniki nie reagowaly ze soba. Z uwagi na szeroki wachlarz dostepnych
sktadnikow, poszukiwane byly surowce o jak najszerszym zakresie dzialania lub
o najwickszej mocy wzgledem tagodzenia objawow towarzyszacych zwyrodnieniom
stawow. W tabeli 23-25 przedstawiono aktywno$¢ roznych ekstraktow roslinnych
dotychczas wykorzystywanych w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawow 1 chorob
pokrewnych. Na wstepnym etapie projektowania produktu kosmetycznego konieczne jest
zapewnienie wlasciwego srodowiska do dziatania substancji aktywnych, wigc ich dobor i ich
konkretnych stezen rownoczes$nie determinuje wybor konkretnej formy aplikacyjnej oraz
dodatek substancji pomocniczych, selektywnie dobranych stabilizatoréw, rozpuszczalnikow
czy promotorow przenikania, aby zapewni¢ synergizm dziatania substancji 1 pozadane
dziatanie kosmetyku. Rynek kosmetyczny w krajach Unii Europejskiej regulowany jest
rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 dotyczacego
produktéw kosmetycznych z dnia 30 listopada 2009 r.. Powyzszy dokument
w 5 zatgcznikach precyzyjnie okresla cale spektrum substancji, ktére nie sg dopuszczone do
stosowania w kosmetykach, jak réwniez jasno wskazuje wszystkie substancje, ktorych
stosowanie jest dozwolone jedynie w $cisle okreslonych zakresach oraz prezentuje liste
barwnikéw, konserwantoOw oraz substancji promieniochronnych dozwolonych do uzytku
w produktach kosmetycznych. Dlatego wybor poszczegolnych sktadnikow wchodzacych
w sktad gotowego wyrobu kosmetycznego wymaga znajomosci przepisOw 1 regulacji
prawnych oraz ciggltego monitorowania ich zmian.
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Tab. 23. Zestawienie ekstraktow roslinnych wykorzystywanych w leczeniu choroby zwyrodnieniowej stawow

Aktywno$¢ inhibicyjna wobec:

N Sli I kk D k infi j
azwa roSliny (Nazwa INCI) COX-2 5.LOX NF-KB TNF U 'ad ) odatkowe informacje
dopelniacza
iach in vi iki dl i lkohol 1
Arnika gorska (Arnica montana) « « « < W badaniach in ’vztro wyniki d. fl (50 g wyciagu al ’0' 0' owego/100 g produktu)
byty porownywalne do zelu z 5 % zawartoscia ibuprofenu [384]
i H . . o
frzt:;222$; (Harpagophytum X X X X W badaniach in vivo uzyskano zblizone wyniki co popularne NSAIDs [385]
. e . . Wiasciwosci przeciwbolowe i przeciwzapalne, bez powaznych efektow
Imbir lekarski (Zingiber officinale) X X X X ubocznych [386]
Opornik latkowaty (Pueraria montana) < < < < Inhibuje tworzenie czynnikow prozap[.':;lg;/]ch, zwigksza syntez¢ kolagenu typu II
Ostryz dlugi (Curcuma longa) X X X X Redukuje procesy zapalne i stres oksydacyjny [388]
. S iec kont j d katem toksykologi . Wycof: dystrybucji
Zywokost lekarski (Symphytum officinale) X X X X Hrowlec ontrowersyjny p‘z nieag(zrrlycoh i}rlaj(;:fl[(;z;gim yeotany z dystrybucji
Bylica piotun (Artemisia absinthium) « « « < Przy dozowani.u 4 % w badania'ch in vitro uzyskano wyniki dziatania
przeciwbdlowego porownywalne do morfiny [390]
Wiazéwka blotna (Filipendula ulmaria) X X X Dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne [391]
Kadzidlowiec indyjski (Boswellia serrata) X X X X Dziatanie przeciwbdlowe, bez zmian w obrazie radiologicznym [392], [393]
Wierzba biala (Salix alba) X X X X Dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne [394]
Jezowka purpurowa (Echinacea Purpurea) X X X X Lagodzi objawy OA [395]
Koci pazur (Uncaria tomentosa) X X X X Wykazuje wlasciwosci przeciwzapalne [396]
Dziatanie antagonistyczne w stosunku do kapsaicyny i innych substancji
Oczar wirginijski (Hamamelis virginiana) X rozszerzajacych naczynia krwiono$ne, dziata zwezajaco na naczynia krwiono$ne,
niewskazane jednoczesne stosowanie z substancjami rozgrzewajacymi [397]
Kolcorosl lekarska (Smilax officinalis) Wykazuje whasciwosci przeciwzapalne [398]
Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica) X X Wykazuje dziatanie przeciwzapalne, przeciwbolowe i przeciwobrzekowe [399]
Kozieradk lita (7vi, lla F - . . . .
ozieradka pospolita (Trigonella Foenum X X X X Wykazuje dziatanie przeciwzapalne [400]
Graecum)
Epimedium wielkokwiatowe (Epimedium < Potencjalny promotor chondrogenezy, pomotor odbudowy tkanek chrzestnych

grandiflorum)

i kostnych [401]

* System wrodzonego mechanizmu obrony immunologicznej organizmu, zbudowany z grupy biatek aktywowanych kaskadowo, miedzy innymi w celu inicjacji
stanu zapalnego w organizmie gospodarza oraz lizy komorek patogenow [636]
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Tab. 24. Zestawienie olejkow eterycznych i ich dzialania w odniesieniu do choroby zwyrodnieniowej stawow

Dzialanie
\E‘ © @ 7| g o
g £ s E18 |S|ef|s |%|z|E|8|lg
ES,s|E|5|Ee 5|28 |2 |5|5|E|E|2ss
Nazwa (Nazwa INCI) Glowne substancje (INCI) = S 8 5l € = = o g 8 E & g o | 3 N | 8§ g0 @ @
S22 2| 2| s E Bl g2 |8 || S| w| 3| EEE
5888|5288 | 5|5 |EE|g|lc| 8|8 st
SE°C| 8| S| 8E|E|2E| 5% |2 | 2|28 |&5¢:E
£°8 | 5|2 |E|°5 |~ |§|8|2|g|® %
5 & | N & s 8| N =
Olejek majerankowy terpinen-4-ol (38,40 %), hydrat cis-sabinenu (15,00 %), X X X X
(Origanum Marjorana leaf oil)  p-cymen (7,0 %) i y-terpinen (6,9 %) [402]
Olejek rozmarynowy 1,8-cineol (38,50 %), kamfora (17,10 %), a-pinen (12,30 X X X X X X
(Rosmarinus officinalis oil) %), limonen (6,23 %), kamfen (6,00 %) i linalol (5,70 %)
[403]
Olejek gozdzikowy (Eugenia eugenol (69,44 %), octan eugenolu (10,79 %), tyranton X X X X
caryophyllus oil) (7,78 %) i kariofilen (6,80 %) [404]
Olejek anyzowy ({llicium trans-anetol (89,5 %), 2-(1-cyklopentenylo)-furan (0,90 X X X X X
verum fruit oil) %) i cis-anetol (0,70 %) [405]
Olejek eukaliptusowy 1,8-cyneol (63,10 %), p-cymen (7,70 %), a-pinen (7,30 %) X X | X X X X
(Eucalyptus globulus oil) i d-limonen (6,90 %) [406]
Olejek mietowy (Mentha mentol (45,34 %), menton (16,04 %), mentofuran (8,91 %) X X X X
Piperita oil) i cis-karen (8,70 %) [407]
Olejek cynamonowy aldehyd cynamonowy (71,50 %), linalol (7,00 %), X X X X X X
(Cinnamomum zeylanicum B-kariofilen (6,40 %), eukaliptol (5,40 %) i eugenol (4,60
bark oil) %) [408]
Olejek jatlowcowy (Juniperus a-pinen (51,40 %), mircen (8,30 %), sabinen (5,80 %), X X X X X X X
communis fruit oil) limonen (5,10 %) i B-pinen (5,00 %) [409]
Olej z czarnuszki trans-anetol (38,30 %), p-cymen (14,80 %), limonen (4,30 X X X X X
(Nigella sativa seed oil) %) 1 karwon (4,00 %) [410]
Olej z pistacji (Pistacia vera a-pinen (75,60 %), B-pinen (9,50 %), trans-werbenol (3,00 X X

nut oil)

%), kamfen (1,40 %), trans-pinokarweol (okoto 1,20 %)
i limonen (1,00 %) [411]
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Tab. 25. Zestawienie pozostalych syntetycznych oraz naturalnych skladnikow kosmetycznych, ktore potencjalnie wykazuja dzialanie lagodzace
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wzgledem ChZS
Nazwa Efekt Dzialanie Uwagi
Selektywny aktywator przejSciowego potencjalu receptora melastatyny-8 1 zwiazek
Mentol wazoaktywny. Miejscowe dziatanie chlodzace i1 stymulacja nocyceptoréw w kierunku Inhibicja VBE
Efekt chtodzacy . . . . . . . -
 brzeciwbélow znieczulenia, lokalnie moze takze aktywowac osrodkowe szlaki fagodzenia bolu [412]
. P 4 Lagodzenie bdlu migéniowo-szkieletowego, podraznienie zakonczen nerwow czuciowych
Salicylan metylu . ,
blokuje receptory bolowe [413]
Eter butylowy kwasu Efekt W kombinacji
waniliowego rozgrzewajacy, Selektywny agonista receptora waniloidowego TPRV1, powodujacy rozszerzenie naczyn z substancjami
) stymuluje (rumien) i podraznienie [414], [415] chtodzacymi VBE nasila
Kapsaicyna . . . .
cyrkulacje  krwi dziatanie chlodzace
i tagodzi . - .
Kamfora ll)gfasowo agodzl Antagonista receptorow waniloidowych TRPV1 i TRPV3 [416]
Metylosulfonylometan Dziatanie przeciwzapalne; inhibitor aktywnosci transkrypcyjnej NF-kB, zmniejszajac
(MSM) . ekspresje cyklooksygenazy-2 (COX-2) [417]
Wiasciwosci : — . . : . .
receneracyine Zwicksza synteze sktadnikobw macierzy chrzastki, takich jak kwas hialuronowy
. & YJ ’ 1 proteoglikany oraz zmniejsza degradacj¢ sktadnikow macierzy chrzastki, w szczegdlnosci
Chondroityna wpomagajace . . . | . . i .
. kolagenu II, glikozaminoglikanéw (GAG) i proteoglikanow (PG) oraz zmniejsza apoptoze
odbudowe tkanki i
; chondrocytow [418]
chrzgstne) Podst Kladnik chrzastki i mazi stawowe] boli
Glukozamina ods aw'owy skta n1' chrzastki 1 mazi stawowej, wplywa na proces anaboliczny
metabolizmu chrzastki [419]
Dziatanie . . . .
Resveratrol . Redukcja stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego oraz supresja IL-1b [420]
przeciwzapalne
S Dziatanie = przeciwbolowe  kannabinoidow  obejmuje  hamowanie  uwalniania
Kannabinoid Dziatanie neuroprzekaznikéw i neuropeptydow z presynaptycznych zakonczen nerwowych, hamujac
y przeciwbolowe P pepty presynaptyczny wych, k!

szlaki bélowe i redukujac stany zapalne nerwow [421]
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Poszukiwane byly substancje, ktére potencjalnie moga dziala¢ synergicznie
1 wzajemnie uzupehia¢ swoje dziatanie. Wszelkie uszkodzenia w stawach moga powstawaé
w sposOb naturalny, w skutek zuzywania powierzchni stawowych przez ich nadmierng
eksploatacje, kiedy tkanka nie jest zdolna do regeneracji na takim samym poziomie, na jakim
zachodza procesy degradacyjne lub w skutek urazéw mechanicznych, czyli wszelkich
kontuzji. Oba przypadki wymagaja regeneracji tkanek i charakteryzujg si¢ podobnymi
objawami, z ktoérych najbardziej ucigzliwe sa: bol, sztywnos¢ i opuchlizna, natomiast ich
mechanizmy mogg si¢ rozni¢, dlatego wymagajg innego podejscia. Z tego powodu, do
dalszych badan wybrane zostaty dwie substancje aktywne: ekstrakt z Epimedium Koreanum,
ktory potencjalnie moze by¢ promotorem chondrogenezy, czyli jego zadaniem jest
aktywowanie procesOw naprawczych oraz siarczan glukozaminy, ktory z kolei stanowi
podstawowy sktadnik budulcowy tkanki chrzestnej. Dodatkowo, aby w jak najwyzszym
stopniu produkty tagodzity wszystkie dolegliwosci, ktore mogg towarzyszy¢ uszkodzeniom
tkanki chrzestnej czy stawdw wybrany zostal wspomagajaco ekstrakt z arniki, ktory
wielokrotnie wykazywal doskonate wlasciwosci znoszace wszelkie opuchlizny i obrzeki
oraz piotun, charakteryzujacy si¢ w badaniach literaturowych najsilniejszymi
wlasciwosciami tagodzacymi bol [390], [422]. Potaczenie roznych grup substancji daje
produktowi szans¢ dziatania w bardzo szerokim zakresie z uwagi na r6zne mechanizmy
dzialania sktadnikow. Z tego wzgledu do formulacji wkalkulowano rowniez dodatek MSM,
ktore jest doskonatym zrédltem tatwo przyswajalnej organicznej siarki, niezbednej do
produkcji podstawowego aminokwasu - metioniny, a tym samym przyczynia si¢ do
zapoczatkowania procesu odbudowy uszkodzonych tkanek. Olejki eteryczne cechujg si¢
bardzo szerokim zakresem dziatania z uwagi na bardzo bogate sktady, zwykle od kilku do
nawet kilkudziesigciu poszczegolnych sktadnikéw, dlatego ich dziatanie moze doskonale
wzmacnia¢ dziatanie produktu. Nalezy jednak pamigta¢ o tym, ze tak wielosktadnikowe
mieszaniny mogg tatwo ze sobg reagowac, i nalezy dobrze przesledzi¢ ich sktady by unikng¢
niepozadanych reakcji czy niestabilnosci produktu. Wstepnie wytypowano kombinacj¢
trzech olejkow eterycznych: rozmarynowego, eukaliptusowego oraz gozdzikowego, ktore
wspomagane beda substancjami o dziataniu termicznym: chilodzagcym (mentol) lub
rozgrzewajacym (kamfora, VBE) w zaleznoS$ci od formulacji 1 przeznaczenia (uszkodzenia
pokontuzyjne lub zwyrodnieniowe, ktore wymagaja réznego podejscia pod katem efektu
termicznego). Dostepnych jest wiele surowcow roslinnych o bardzo ciekawych
mechanizmach dziatania, natomiast czgsto ich stosowanie zwigzane jest z wieloma
ograniczeniami badz stanowig surowce kontrowersyjne, ktérych stosowanie jest
ograniczone lub w niektorych panstwach nawet zabronione z uwagi na potencjalne mozliwe
dziatanie kancerogenne lub toksyczne, co moze znaczaco przyczyni¢ si¢ do niepowodzenia
produktu, niemozliwosci jego wprowadzenia na dany rynek lub niskiej sprzedazy, pomimo
wysokiej jakosci i skuteczno$ci produkt.
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5.2. Analiza zawartosci ikaryny w ekstrakcie z Epimedium Koreanum
z zastosowaniem HPLC-MS

Oznaczenie zawartosci ikaryny w ekstrakcie z ziela Epimedium Koreanum bylo
konieczne do ustalenia stezenia ikaryny w ostatecznym skladzie produktu, tak by
w gotowym wyrobie mozliwe byto wykonanie oznaczen analitycznych. Czulo$¢ urzadzen
pozwala na wykonanie oznaczen jedynie w zakresie granicy wykrywalnos$ci danego aparatu,
dlatego przy zawarto$ci ponizej granicy wykrywalnosci, wykonanie analizy byloby
niemozliwe. Przewidywana zawarto$¢ ikaryny w ekstrakcie byta bardzo niska (wedtug
specyfikacji surowca, producent zapewnia 5 % + 0,5 % ekstraktu z Epimedium Koreanum
w surowcu). Do analizy ilosciowej ikaryny w surowcu wybrano metod¢ HPLC-MS z uwagi
na wysoka specyficznos¢ metody. Wynik analizy na poziomie 176 ng/ml pozwolil ustali¢
sktad ilo$ciowy produktu tak, aby zawarto$¢ substancji aktywnej miescita si¢ w granicach
wykrywalnosci, jakie jest w stanie zmierzy¢ stosowane urzadzenie. W pierwszej kolejnosci
wyznaczona zostata krzywa kalibracyjna ikaryny, ustalona poprzez oznaczenie 5 r6znych
stezen roztworéw referencyjnych (roztwory przygotowane z zastosowaniem wzorca
ikaryny) w trzech powtorzeniach (Tab. 26), na podstawie czego mozliwe bylo oznaczenie

zawartos$ci ikaryny w badanej probce.

Tab. 26. Zestawienie nastrzykow substancji aktywnej (ikaryny) oraz ekstraktu
z Epimedium Koreanum iich wynikow z zastosowaniem analizy HPLC-MS

Teoretyczne . . Obliczone
Lp Nazwa prébki stezenie P0w1e.r zchnia stezenie SD
[ng/ml] piku [ng/ml]
1 Metanol 0,000000 0,000000 - -
2 Woda 0,000000 0,000000 - -
3 Cl 53,000000 98233,773438 42,959587
4 Cl 53,000000 98448,437500 43,053464 0,127876
5 Cl 53,000000 98812,218750 43,212553
6 C2 106,000000 206322,296875 90,228853
7 C2 106,000000 198680,234375 86,886827 2,265740
8 C2 106,000000 196441,031250 85,907579
9 C3 212,000000 445687,343750  194,907960
10 C3 212,000000 447367,687500  195,642808 0,755343
11 C3 212,000000 443913,687500  194,132305
12 C4 424,000000 997472,375000  436,214554
13 C4 424,000000 992462,625000  434,023690 4,081717
14 C4 424,000000 979394,500000  428,308738
15 C5 848,000000  1938209,500000  847,617651 3,210869
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16 C5 848,000000 1945110,250000  850,635487

17 C5 848,000000 1952885,125000  854,035595
Ekstrakt z

18 Epimedium 0,000000 381935,906250 167,028185
Koreanum
Ekstrakt z

19 Epimedium 0,000000 386218,687500 168,901131 1,660418
Koreanum
Ekstrakt z

20 Epimedium 0,000000 389507,812500 170,339531
Koreanum

Wspotczynnik regresji dla krzywej kalibracyjnej wynidst 0,999, co wskazuje na
dobrg liniowo$¢ krzywej kalibracyjnej (Rys. 19).

Rys. 19. Krzywa kalibracyjna ikaryny i przykladowy chromatogram analizy HPLC-MS
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Analiza HPLC-MS potwierdzita obecno$¢ ikaryny w badanej probce i wykazata
srednio 168,76 ng + 1,660418 ng ikaryny na 1 ml ekstraktu Epimedium Koreanum (Tab. 26),
co przy standardowym stosowaniu sktadnika aktywnego na poziomie od 1 % wag. do 5 %
wag. byloby ponizej granicy wykrywalnosci substancji aktywnej przy ocenie
spektrofotometrycznej. W zwiazku z tym, zawartos¢ ekstraktu w koncowym produkcie
powinna wynosi¢ minimum 50 % wag., jednak z uwagi na osiggniecie silnego efektu
dziatania produktu, zawarto$¢ ekstraktu podniesiono do 70 % wag.. Dzigki temu mozliwe
bylo spektrofotometryczne oznaczenie uwalniania ikaryny z masy produktu. Dodatkowo,
zawarto$¢ substancji aktywnej w koncowym produkcie jest zadowalajaca dla producenta.

5.3. Preparatyka zalozonych formulacji

Wybor nosnika substancji aktywnych odgrywa niezwykle istotng role dla zdolnosci
permeacyjych sktadnikow formulacji oraz zachowania ich aktywnos$ci przez caly okres
przechowywania i1 stosowania produktu. Dodatkowo wptywa na odbidr sensoryczny
1 wlasciwosci reologiczne produktu oraz decyduje o jego aplikacji, przez co czgsto
jednoczesnie ogranicza wybor opakowan. Dlatego dobrze zaprojektowane produkty cechuja
si¢ wysoka skutecznoS$cig 1 stabilnosciag wraz z jednoczesnym komfortem uzytkowania.
Przygotowane zostaty 3 prototypy formulacji: emulsja, mas¢ oraz zel. Pierwotna, zaloZzona
formulacja zelowa oparta na carbomerze jako zagestniku niestety okazata si¢ by¢ niestabilna
1 nawet przy wysokiej zawarto$ci zagestnika (od 1 % wag. do 3 % wag.) nie tworzyta uktadu
zelowego, z uwagi na zachwianie uktadu elektrolitycznego spowodowanego wysokim
stezeniem siarczanu glukozaminy (do 10 % wag.). Carbomer, czyli kwas poliakrylowy to
wieloczasteczkowy polimer silnie wigzacy wode. Jest bardzo bezpieczng substancja,
popularnie stosowang w kosmetykach oraz lekach, z uwagi na niski potencjat podraznienia
1 uczulenia skoéry nawet przy 100 % wag. czystego skladnika, jak roéwniez niskg
fototoksycznos¢ 1 alergennos¢ kontaktowa. Zwykle wymaga stosowania na poziomie od
0,15 % wag. do 0,5 % wag., dlatego jest tez niezwykle wydajnym surowcem 1 korzystnym
pod katem ekonomicznym dla kalkulacji finansowej formulacji [423]. Efekt Zzelowania
carbomeru obejmuje jego dyspersje 1 hydratacje, a nastepnie, pod wpltywem neutralizacji
masy, przez dodanie substancji chemicznych, ktore zwigkszaja pH, takie jak trietanoloaming
(TEA) czy wodorotlenek sodu dochodzi do wytworzenia sieci zelu poprzez solwatacje,
tworzenie soli i odpychanie elektrostatyczne pomigdzy grupami anionowymi [424].
Polimery, takie jak carbomer potrzebuja do zaggszczenia uktadu, zmiany (wzrostu) wartosci
pH, ktéra w przypadku polimeréow responsywnych na pH, prowadzi do deprotonowania
ugrupowan tancucha polimeru i jego wyprostowania dzigki czemu uktad moze stworzy¢ sie¢
[425]. W tym przypadku zbyt duza ilos¢ elektrolitow w mieszaninie moze zaburzy¢ proces
zageszczania, dlatego istotny jest takze dobdr odpowiedniego stgzenia zaggestnika.
W niniejszej pracy wyzsze st¢zenia carbomeru (5 % wag.) pomimo zdolnosci Zelowania
nawet przy wysokich stezeniach siarczanu glukozaminy, nie mogty by¢ uzyte w formulacji,
gdyz znaczaco zaburzatyby zalozony kosztorys formulacji, dlatego konieczne bylo
poszukiwanie innego zagestnika. W nastepstwie, z uwagi na duza dostgpnos¢ surowca,
przetestowano poliakrylan sodu (s61 sodowa kwasu poliakrylowego, nazwa handlowa
cosmedia SP), ktory jest samoemulgujagcym anionowym polielektrolitem [426], zdolnym do
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wigzania znacznych ilo$ci wody, nawet do kilkuset razy wigcej niz wynosi jego masa [427],
[428]. Tworzenie zelu, w tym przypadku, mozliwe jest dzigki obecnosci w sktadzie polimeru
grup hydrofilowych, takich jak: grupy karboksylowe pochodzace z kwasu akrylowego, co
pozwala na efektywne tworzenie wigzan wodorowych pomigdzy zagestnikiem
a czasteczkami wody, w rezultacie tworzac sie¢ wigzan wodorowych, ktéra ogranicza
ruchomos¢ czasteczek wody w matrycy polimerowej. Poliakrylan sodowy, podobnie jak
carbomer, jest sktadnikiem bezpiecznym i niedraznigcym dla skory, jednak z uwagi na
zblizong budowe chemiczng rowniez wymagat zastosowania wysokiego stgzenia (4 % wag.)
do otrzymania stabilnego zelu, co ostatecznie byloby nieoptacalne podczas produkciji.
W zwigzku z powyzszym przetestowany zostal catkowicie inny, pod katem budowy,
sktadnik o nazwie handlowej Natrosol 250HHR, ktérym jest hydoksyetyloceluloza (HEC).
Ta pochodna celulozy jest niejonowym polimerem pochodzenia naturalnego, o wysokiej
tolerancji pH (4 - 10) oraz odpornosci na obecno$¢ wysokich zawartosci soli, srodkéw
powierzchniowo czynnych oraz etanolu, co pozwolilo na otrzymanie jednorodnego,
stabilnego zelu przy stosunkowo niskim dozowaniu (1,8 % wag.) w odniesieniu do
poprzednich zagestnikow (Rys. 20). W zwigzku z powyzszym do dalszych badan
wyselekcjonowana zostata formulacja oparta na HEC.

Rys. 20. Zestawienie formulacji Zelowych przy wykorzystaniu: [1.1.] carbomeru (5 %
wag.), [1.2.] poliakrylanu sodu (4 % wag.), [1.3.] hydroksyetylocelulozy (1 % wag.) oraz [1.4.]
hydroksyetylocelulozy (2 % wag) [zdjecia wlasne]

1.4

Do otrzymania emulsji typu O/W (Rys. 21) wykorzystano kombinacj¢ emulgatoréw:
samoemulgujacego stearynianu glicerolu (INCI: Glyceryl Sterate, SE) oraz mieszaniny
alkoholi cetylowego 1 stearylowego oksyetylenowanych 25 molami tlenku etylenu (INCI:
Ceteareth-25) i alkoholu cetylowego (INCI: Cetyl Alcohol) jako koemulgatora. Dodatkowo,
do stabilizacji emulsji wykorzystano gume ksantanowa. Wybdr surowcoéw
konsystencjotworczych 1 modyfikatoréw reologii podyktowany byt dostgpnoscia surowcoOw
w aktualnych zasobach producenta, tak by minimalizowaé koszty wytworzenia nowych
formulacji. Z uwagi na hydrofobowy charakter masci, w jej przypadku, mozliwe byto
wprowadzenie maksymalnie 20 % wag. ekstraktu z Epimedium Koreanum przy
niezmienionej ilo$ci pozostatych sktadnikéw aktywnych. Pomimo nizszej zawarto$ci
gléwnego skladnika aktywnego, formulacja zostata opracowana w celu sprawdzenia
potencjatu r6znych typow formulacji dla zdolnosci permeacyjnych wybranych sktadnikow
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aktywnych. W zwiazku z zalozeniem opracowania dwdch wersji produktéw (o réznych
odczuciach termicznych) wszystkie trzy formulacje przygotowano w dwoch wariantach:

e chlodzacg z dodatkiem mentolu,
e rozgrzewajaca z dodatkiem kamfory i VBE.

Rys. 21. Zdjecie przygotowanych formulacji: [3.1.] emulsja, [2.1.] mas$¢ [zdjecia whasne]

5.4. Opracowanie specyfikacji fizykochemicznych opracowywanych
produktow

5.4.1. Pomiar pH

Warto$¢ pH produktu jest zalezna od pH wszystkich poszczegdlnych sktadnikow
w masie kosmetycznej oraz reakcji fizykochemicznych, jakie moga pomiedzy nimi
zachodzi¢. pH kosmetykow jest parametrem, ktory $wiadczy o bezpieczenstwie ich
stosowania, 1 powinno by¢ jak najbardziej zblizone do pH ludzkiej skory, ktore
w fizjologicznych warunkach miesci si¢ miedzy 4,5 a 5,9. Lekko kwasny odczyn produktow
kosmetycznych nie narusza naturalnej warstwy ochronnej skory i zasiedlajagcych jej
mikroorganizmow, umozliwia procesy regeneracyjne, a w przypadku bardziej alkalicznych
kosmetykow duzo czesciej dochodzi do zaburzenia naturalnej bariery ochronnej, czestego
przesuszenia skory w skutek usuniecia skladnikow nattluszczajacych ptaszcza
hydrolipidowego oraz zaburzenia mikroflory, przez co skora jest bardziej narazona na
wszelkie uszkodzenia czy zakazenia. Zmiany pH moga wskazywa¢ na niestabilno§¢ masy
lub zachodzace procesy destabilizacji emulsji czy tez dezaktywacji sktadnikow aktywnych,
dlatego pH jest czgsto monitorowane podczas badan stabilno$ci, wskazujac na zachodzacy
proces destabilizacji, jeszcze zanim pojawig si¢ pierwsze zmiany wizualne czy sensoryczne.
W tabeli 27 przedstawiono warto$ci parametrow pH dla obu aktywnych substancji, czystej
bazy kosmetycznej bez substancji aktywnych oraz gotowego produktu.
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Tab. 27. Wyniki oznaczenia pH

Surowiec Wartos¢ pH Tolerancja
10 % roztwor s¥arczanu 5.66 5,00 -7.00
glukozaminy

Ekstrakt z Epimedium Koreanum 5,47 4,00 - 7,00
Baza zel chtodzacy 5,19
Baza zZel rozgrzewajacy 5,24
Formulacja zel chtodzacy 5,12

Formulacja zel' rozgrzewajacy 5,15 4,50 - 6,50
Baza emulsja chtodzaca 6,02
Baza emulsja rozgrzewajaca 5,93
Formulacja emulsja chtodzaca 5,81
Formulacja emulsja rozgrzewajaca 5,88

Wyniki wskazuja, ze dodatek sktadnika aktywnego nie wptywat znaczgco na wartos¢
pH gotowego produktu. Wartosci pH kazdej z opracowanych formulacji mieszczg si¢
w zalozonym kryterium akceptacji dla produktow stosowanych na skore (4,50 - 6,50),
w zwigzku z tym otrzymane formulacje moga by¢ potencjalnie wykorzystywane do aplikacji
naskorne;.

5.4.2. Oznaczenie gestosci i lepkosci dynamicznej otrzymanych
formulacji

Zarowno gestos¢, jak 1 lepko$¢ sa parametrami o kluczowym znaczeniu dla
wlasciwosci sensorycznych i aplikacyjnych produktu. Gestosc jest istotna z punktu widzenia
oceny objetosci podczas doboru pojemnosci opakowan czy aparatury podczas projektowania
procesu technologicznego. Lepkos$¢, z kolei, zapewnia dobre rozprowadzanie produktu
1 jego smarowalno$¢, a takze warunkuje szybko$¢ uwalniania substancji aktywnych, ktére
przy niewtasciwym doborze bazy kosmetycznej moga zosta¢ uwi¢zione w masie produktu,
przez co ich biodostepnos¢ bedzie znikoma. Z drugiej jednak strony duza lepkos$¢ produktu
czesto odbierana jest przez konsumentdw jako zapewnienie wysokiej koncentracji
sktadnikow aktywnych, a tym samym skuteczno$ci ich dziatania 1 wysokiej jakos$ci produktu
[429]. Lepko$¢ jest takze brana pod uwage przy doborze opakowan, tak by ulatwiac
aplikacje lub uczyni¢ ja bardziej atrakcyjng i bezpieczniejszg dla konsumenta. Zupetnie inne
wartos$ci lepkosci sa pozadane dla produktow w stoiczkach, tubkach, butelkach z pompka
czy opakowaniach typu airless. Lepko$¢ jest rowniez istotna przy projektowaniu procesu
technologicznego, aby dobra¢ parametry mieszania 1homogenizacji w sposob
zapobiegajacy nadmiernemu zapowietrzeniu masy czy destabilizacji ukladu. Oba parametry
sg zalezne gtéwnie od sktadnikéw bazowych formulacji i moga by¢ modyfikowane poprzez
drobne zmiany w ilo$ci poszczegdlnych komponentdw konsystencjotworczych lub dodatek
modyfikatorow reologii. Obecnie na rynku dostgpna jest cala gama surowcow pochodzenia
naturalnego (gumy pochodzenia naturalnego, celuloza i jej pochodne, skrobia), jak
i syntetycznych (polimery, emulgatory), ktére umozliwiaja uzyskanie pozadanej
konsystencji produktu, dlatego juz na poczatkowym etapie projektowania formulacji wazne
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jest uwzglednienie wszystkich istotnych aspektow i pozadanych warto$ci parametrow
fizykochemicznych. Dobor sktadnikoéw formulacji kosmetycznej zwykle jest uzalezniony od
ich ceny, dostgpnosci, pochodzenia, tatwosci ich przetwarzania oraz kompatybilno$ci
z pozostatymi skladnikami receptury, szczegoélnie substancjami aktywnymi dla ktérych
niezbedne jest zapewnienie wilasciwego Ssrodowiska do dziatania [430]. W formulacji
zelowej gldéwnym sktadnikiem wptywajacym na lepkosé jest HEC, w przypadku emuls;ji jest
to kombinacja emulgatorow (stearynianu glicerolu, alkoholu cetylowego oraz mieszaniny
alkoholi cetylowego i stearylowego oksyetylenowanych 25 molami tlenku etylenu,
stabilizowanych gumg ksantanowa, tworzaca roztwory okreslane jako pseudoplastyczne
[431], scharakteryzowane jako odporne na szeroki zakres pH, temperatur czy sit §cinajacych
oraz promieniowania UV, dodatkowo podbijajac lepkos¢ 1 wplywajac na przyjemniejsza
aplikacje produktu [432]. Guma ksantanowa jest dobrym stabilizatorem emulsji, pozwala na
otrzymanie stabilnych formulacji emulsyjnych, ktére s odporne na zewngtrzne czynniki,
w tym nawet skrajne temperatury od -5 °C do 45 °C [433], dodatkowo jest tania, ma duza
dostepnosé, jest fatwa do wprowadzenia do formulacji oraz poprawia wrazenie sensoryczne
formulacji dlatego jest chetnie wykorzystywana przez producentow. W przypadku masci,
lepkos$¢ jest $cisle zalezna od zawartosci wazeliny, dlatego w opracowanej formulacji
wykorzystano najmniejszg mozliwg ilo$¢ wazeliny jaka byta niezbedna do wytworzenia
stabilnej masci, aby uzyska¢ najnizsza mozliwg lepkos¢ 1 tym samym poprawi¢ parametry
sensoryczne aplikacji. Dostgpne badania rowniez wskazuja wyzsze uwalnianie substancji
aktywnych z formulacji o najnizszych lepkosciach, a wraz ze wzrostem lepkosci maleje
szybko$¢ uwalniania sktadnikow aktywnych [434]. W tabeli 28 przedstawiono wartos$ci
lepkosci 1 gestosci wszystkich otrzymanych formulacji.

Tab. 28. Wartosci lepkoSci oraz gestosci otrzymanych formulacji kosmetycznych

Lepkos¢

Formulacja Gesto$¢ [g/ecm’]  Tolerancja [mPas| Tolerancja
Baza zel 0,9901 38 759
Formulacja zel 0,898 38417 25 000 — 40
rozgrzewajacy 0,95 -1,10 000
Formulacja zel 0.9909 29 589
chlodzacy
Baza emulsja 0,7824 48 041
Formulacja e.muISJa 0.7795 0.75 - 0.85 48 533 35000 - 50
rozgrzewajaca 000
Formulacja emulsja 0.8041 39 867
chlodzaca
Baza mas¢ 0,8259 29 981
F laci <
ormuiacja mase 0,8146 30 067 18 000 — 35
rozgrzewajaca 0,78 - 0,85 000
Formulacja mas¢ 0.8046 21867
chlodzaca
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Pomimo podjetych dziatan obejmujacych obnizenie lepkosci, w przypadku masci
nie udato si¢ uzyska¢ zadowalajacego efektu. Mas¢ w odczuciu sensorycznym nadal byta
zbyt thusta i pozostawiata lepki film. Pozostate formulacje, zarowno emulsyjne, jak
i zelowe uzyskaly bardzo korzystne parametry lepkosci 1 gestosci wytworzonej masy,
mieszczace si¢ w kryterium akceptacji producenta.

5.4.3. Ocena sensoryczna badanych formulacji

Ocena sensoryczna produktu czgsto stanowi drugi, zaraz za efektywnoscia,
parametr decydujacy o ostatecznej ocenie produktu. Subiektywne odczucia sensoryczne
moga zniechgci¢ konsumenta do dalszego stosowania, dlatego wazne jest, aby zapewnic
najbardziej pozadane przez konsumentow cechy formulacji, takie jak: tadny zapach,
zachecajacy kolor czy flatwa 1przyjemna aplikacja. W tabeli 29 przedstawiono
zestawienie ocen uzyskanych formulacji, gdzie zar6wno emulsje oraz zele spetniaty
wszystkie zalozone parametry, natomiast w przypadku masci, formulacja okazata si¢ by¢
zbyt thusta, 1 problematyczna w aplikacji, natomiast w przypadku wysokiej skutecznosci
bytby to mniej istotny czynnik decydujacy o wprowadzeniu na rynek.
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Tab. 29. Zestawienie parametréw sensorycznych dla kazdej z opracowanych formulacji kosmetycznych

Formulacja Kolor Zapach Wyglad masy produktu Rozprowadzanie Thustos¢
Kremowy Mentolowy . Kons.ysténcj? 1.<remov&./a, wizualnie h.omogenna’ Wg oceny interwatowej: Wg oceny interwa%ow.ej :
Emulsja O/W ed dn’ Ocena wg skali w catej objetoscei bez widocznych zanieczyszczen, 4 - produkt atwo 4 - produkt szybko si¢
chlodzaca W Jc Zl;oc:l())jq tgéci interwatowe;j: grudek czy rozwarstwien, wg oceny interwatowej ror rowz d7a sic na skérze wchtania, pozostawia
4 - przyjemny 4 - lekka P ¢ delikatny film
Cynamonowo - Konsystencja kremowa, wizualnie homogenna We oceny interwalowei Wg oceny interwatowe;:
i A . . . wej: .
Emulsja O/W .Kremowy, ziolowy, . w catej objetosci bez widocznych zanieczyszczen, & Y ! 4 - produkt szybko si¢
. jednorodny Ocena wg skali ., . . 4 - produkt tatwo . .
rozgrzewajaca S . iy grudek czy rozwarstwien, wg oceny interwatowej . , wchtania, pozostawia
w catej objetosci interwatowe;j: 4 - lokk rozprowadza si¢ na skorze delik fil
4 - przyjemny - Iekka elikatny film
Kremow Mentolowy, . Konsys.tenc.:ja lrek.kiego Z.elu, wizualnie. homogenn'a W oceny interwalowej: Wg oceny interwatowe;j:
5 . Y, Ocena wg skali w catej objetosci bez widocznych zanieczyszczen, 4 - produkt bardzo szybko
Zel chlodzacy jednorodny . . ., . . 5 - produkt bardzo tatwo . . .
w calej objetosci interwatowe;j: grudek czy rozwarstwien, wg oceny interwatowe;j rozprowadza sic na skorze € wchtania, pozostawia
. zprowadz v/ .
4 - przyjemny 5 - bardzo lekka P ® delikatny film
Cynamonowo - Konsystencja lekkiego zelu wizualnie homogenna We oceny interwatowei Wg oceny interwatowe;j:
i oo . . . wej:
Zel Kremowy, ziolowy, w calej objetosci bez widocznych zanieczyszczen, g oceny . 4 - produkt bardzo szybko
. jednorodny Ocena wg skali . . . 5 - produkt bardzo tatwo . . .
rozgrzewajacy ST . iy grudek czy rozwarstwien, wg oceny interwatowej . , si¢ wchiania, pozostawia
w catej objetosci interwatowe;j: s _ bardzo lekk rozprowadza si¢ na skorze delik fil
4 - przyjemny - bardzo lekka elikatny film
. Mentolo Masa produktu o konsystencji masciowej, wizualnie ) . ) .
Zoltawy WY, T . Wg oceny interwatowe;: Wg oceny interwatowe;j:
L, . Ocena wg skali homogenna w calej objetosci bez widocznych
Mas¢ chlodzaca jednorodny . . . , ., 2 - produkt trudno 1 - produkt bardzo thusty,
w calej objetosei 1nterwa%.oweJ: zanieczyszczen, grudek czy rozwarstwien, wg oceny rozprowadza sie na skorze  pozostawia thsta warstwe
4 - przyjemny interwatowej 2 - cigzka
. Cynamonowo - Masa produktu o konsystencji masciowej, wizualnie We oceny interwalowei We oceny interwalowei
5 i T . . wej: wej:
 Lottawy, ziolowy, homogenna w calej objetosci bez widocznych § oceny ) g oceny )
Masé jednorodny Ocena wg skali . , ., 2 - produkt trudno 1 - produkt bardzo thusty,
. Co T . iy zanieczyszczen, grudek czy rozwarstwien, wg oceny . , )
rozgrzewajgca  w calej objgtosci interwatowe;: rozprowadza si¢ na skorze  pozostawia ttusta warstwe

4 - przyjemny

interwatowej 2 - cigzka
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5.4.4. OKkreslenie stabilnosci emulsji

Emulsje sg najbardziej niejednorodnymi uktadami dyspersyjnymi sktadajacymi si¢
z dwoch niemieszajacych si¢ faz ustabilizowanych emulgatorami lub innymi zwigzkami
powierzchniowo czynnymi, ktére pozwalaja na polaczenie obu faz przez dlugi czas. Pod
katem termodynamicznym wysokie napiecie miedzyfazowe na granicy faz prowokuje uktad
do jego obnizenia a tym samym rozdzialu faz [435]. Stabilno$¢ emulsji okresla dhugosc
czasu w jakim emulsja pozostaje w formie niezmienionej bez widocznych rozwarstwien faz.
Do oceny stabilno$ci wykorzystano: (1) testy wirowkowe opierajgce si¢ na wplywie sily
odsrodkowej na rozdzial faz, (i1) metode wielokrotnego rozpraszania §wiatla oraz (iii) oceng
mikroskopowa emulsji, ktére nalezg do grupy podstawowych metod oceny stabilnosci
emulsji [436]. Przeprowadzone analizy nie wykazaly niestabilnosci zadnej z otrzymanych
emulsji, potwierdzajac tym samym stabilnos¢ obu (zar6wno chlodzacej, jak
1 rozgrzewajacej). Oceng stabilnosci metoda wirdéwkowa przeprowadzono 7 dni po
przygotowaniu formulacji, co potwierdzito odporno$¢ masy kosmetycznej na sity $cinajace,
przy predkoscig 3500 rpm przez 15 minut. Analiz¢ rozkladu transmisji §wiatta w funkcji
czasu 1 potozenia wzdluz catej probki prowadzono przez miesigc dokonujagc pomiaru
aparatem Turbiscan w kazdym tygodniu sezonowania. Turbiscan pozwala na okreslenie
wartosci indeksu stabilnos$ci TSI badanej substancji w zakresie 0 - 100, przy czym wzrost
tej wartosci $wiadczy o stabej stabilnosci analizowanej probki i1 zachodzeniu zmian
w uktadzie dyspersyjnym [437]. Poréwnanie wynikéw z kazdego pomiaru nie wykazato
znaczgcych rézni¢ a tym samym zmniejszenia stabilnosci uktadow. Widoczny nieznaczny
wzrost wskaznika TSI (Rys. 22) miesci si¢ w kryterium akceptacji dla stabilnych mas
kosmetycznych, potwierdzajac dobre ustabilizowanie uktadu. Analogiczne wyniki, jak te
przedstawione na rysunku 22, uzyskano dla zelu chtodzacego, w zwigzku z tym wykresu
tego nie powielano.

169



WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Rys. 22. Profil przedstawiajacy dane transmisji i rozpraszania wstecznego przez badana
emulsje rozgrzewajaca oraz kinetyke procesu destabilizacji emulsji

170

AT[%]

A BS[%]

5.

JTSL

----------------------------------------------------------------------

4 -
H‘\umhy\l:\.mzmw‘. g AU PR R __,_,...,,.‘,-,’,4.,ww-—u-.,,“.lw.w B T L S W e B W v T

R R B B I L R R B e B I S I O e e B S B B B B R N B R e B I e B R RRAN RN
oz 4 & 8 o iz 1 e e w2 o 2 2w W = % o4 e a4 s s 52 s

*

Wysokos¢ [mm]

‘‘‘‘‘

Czas [s]

4.5. Ocena mikroskopowa emulsji

I 00h:00m:00s
00h:01m:00s

00h:02m:00s
00h:03m:00s
00h:04m:00s

I 00h:05m:00s

Ocena mikroskopowa emulsji (chlodzacej 1 rozgrzewajacej) wykazata dobrg
dyspersje¢ czastek, brak widocznej flokulacji, co wskazuje na dobrg stabilno$¢ otrzymanych
preparatéw. W obu emulsjach udalo si¢ uzyska¢ bardzo zblizone rozmiary czastek fazy
zdyspergowanej, co $wiadczy o powtarzalno$ci procesu technologicznego 1 wlasciwym
doborze parametréw mieszania i homogenizacji (zarowno czasu, jak i liczby obrotow), cho¢
w przypadku emulsji rozgrzewajacej otrzymano nieznacznie wigksze rozdrobnienie fazy
thuszczowej. Zabarwienie preparatu pozwolitlo réwniez na ocen¢ typu emulsji (Rys. 23)
poprzez widoczne wybarwienie oranzem metylowym fazy zewnetrznej (dyspergujacej),
wskazujac na faze wodna jako dyspergujaca w obu probkach. W przypadku zabarwienia

fazy zdyspergowanej czerwienig Kongo, rozpuszczalng w ttuszczach, potwierdzono typ obu
emulsji jako O/W.
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Rys. 23. Obraz mikroskopowy emulsji zabarwionej barwnikami pozwalajacymi na
rozroznienie faz: Al - emulsja chlodzaca zabarwiona oranzem metylowym, A2 - emulsja
chlodzaca zabarwiona czerwienia Kongo, B1 - Emulsja rozgrzewajaca zabarwiona oranzem

metylowym, B2 - emulsja rozgrzewajaca zabarwiona czerwienia Kongo

A A (@ PSR PN (O
so 9 -@ G002 * 008

Na podstawie powyzszych obrazéw mikroskopowych stwierdzono réwniez, ze obie
otrzymane emulsje mialy charakter makroemulsji, z uwagi na rozmiar ich czastek, ktory nie
przekraczal 100 pm [438].

5.4.6. Oznaczenie aktywnosci wody w masci

W przypadku produktow bezwodnych lub produktow o duzej zawarto$ci fazy
tluszczowej niemozliwe jest oznaczenie pH, dlatego jako parametr Kkontrolny
wykorzystywany jest pomiar aktywnosci wody, ktéra moze by¢ podstawa do klasyfikacji
formulacji jako produktu niskiego ryzyka mikrobiologicznego oraz moze by¢ takze
doskonatym wskaznikiem zmian starzeniowych formulacji i jej destabilizacji w czasie.
Monitorowanie tego parametru w trakcie przechowywania produktu, pozwala, podobnie jak
pH, zauwazy¢ wczesne oznaki rozdziatu faz. Aktywnos$¢ wody z uwagi na to, Ze jest
warto$cig okreslajaca ilos¢ niezwigzanej wody dostgpnej dla mikroorganizmoéow, pozwala
oceni¢ szanse na mikrobiologiczne zakazenie produktu, gdyz woda jest niezbednym
czynnikiem rozwoju mikroorganizmow. Bakterie zwykle wymagaja do namnazania podtozy
powyzej 90 % RH, drozdze powyzej 70 % RH 1 plesnie powyzej 60 % RH, dlatego wszystkie
produkty o aktywno$ci wody ponizej tych wartosci sa klasyfikowane jako bezpieczne
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mikrobiologicznie [439]. Oba wyniki pomiaru aktywno$ci wody miescity si¢ ponizej
zatozonego poziomu < 60 % RH i wynosity odpowiednio: dla masci chtodzacej 39,45 %
RH oraz dla masci rozgrzewajacej 41,20 % RH.

5.5. Badanie przenikania przeznaskorkowego in vitro opracowanych
formulacji w wybranych formach aplikacyjnych

5.5.1. Okreslenie stopnia uwalniania ikaryny z zastosowaniem
aparatu lopatkowego

Dostepne zrodta literaturowe prezentuja niewiele danych na temat efektywnosci
przenikania ikaryny przez skore. Jin 1 wsp. [440] wskazuja na niska biodostgpnos¢ ikaryny
po podaniu doustnym, na poziomie 12 % oraz jej stabg absorbcj¢ przez tkanki, ktore
spowodowane sg jej niska rozpuszczalnoscig w wodzie 1 zdolnos$cig przenikania przez btony,
skutkujace powolng szybkoscig rozpuszczania w ptynach biologicznych. Jednoczesnie
wskazuje to na ograniczone mozliwosci zastosowan klinicznych. Bazujac na tych danych
oraz fizykochemicznych witasciwosciach ikaryny, w tym jej stosunkowo duzej masie
czasteczkowej wynoszace] 676,7 g/mol, niskiej rozpuszczalnosci w wodzie 1 stabej
przenikalnosci przez btony, przewidywano, ze wyniki aplikacji przeskornej rowniez dadza
niskie wyniki biodostgpnosci, dlatego juz na poczatkowym etapie przygotowywania
formulacji uwzgledniono w niej S$rodki zwigkszajace wchtanianie tzw. promotory
przenikania. W wyjsciowej formulacji, zawierajacej ekstrakt z ziela Epimedium Koreanum,
uzyskano procent uwalniania ikaryny na poziomie 15 % - 19 %. Dodatkowo
w przygotowanej formulacji, zawierajacej takg sama ilos¢ czystej ikaryny, jaka znajdowata
si¢ w formulacji zawierajacej ekstrakt z ziela uzyskano procent uwalniania ikaryny na
poziomie 29 % - 35 % (Rys. 24). Zastosowanie zelowego nosnika (hydroksyetyloceluloza)
umozliwilo na wprowadzenie do formulacji 70 % wag. wodnego ekstraktu z ziela
Epimedium Koreanum przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej stabilnosci produktu, co
wskazalo na potencjat aplikacyjny miejscowego podania produktu na skore. Badania
uwalniania in vitro ikaryny z formulacji Zelowej sugeruja, ze wigkszg efektywnos¢
uwalniania substancji aktywnej mozna uzyska¢ po zastosowaniu czystej ikaryny niz tej
pochodzacej z ekstraktu zziela Epimedium Koreanum, co moze wskazywaé na
konkurencyjne dziatanie innych substancji pochodzacych z ekstraktu. Ekstrakty roslinne sg
mieszaninami wielu, czesto nawet setek roznych substancji, gdzie w ekstrakcie z Epimedium
Koreanum zidentyfikowano ponad 260 zwigzkéw chemicznych, niektorych pod wzgledem
struktury, bardzo podobnych do ikaryny, takie jak: epimedyny czy ikaryzydy, ktoére
konkurujac ze sobg moga utrudnia¢ i zmniejsza¢ uwalnianie pozadanego zwiazku [441].
Pomimo nizszej biodostgpnosci formulacji zawierajacej wspomniany ekstrakt, wyniki
uwalniania substancji aktywnej (ikaryny) byly wyzsze niz przy podaniu doustnym (rezultaty
otrzymane przez Jin i wsp.). Znacznie wyzsze wyniki uwalniania ikaryny uzyskali Xu i wsp.
[442], ktorzy wykazali, ze nawet 70 % uwolnionego zwigzku z formulacji zawierajacej
czysta substancj¢ mozna bylo uzyska¢ poprzez odpowiednig modyfikacj¢ nosnika i wybor
odpowiednich promotoréw przenikania dla czystej substancji, wykazujacej staba
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rozpuszczalno$¢ zardwno w wodzie, jak i w roztworach lipidéw. Wyzej wymieniona grupa
badawcza otrzymatla nanozel, metoda odwroconej mikroemulsji, co dato bardzo obiecujacy
wynik w procesie uwalniania danej substancji aktywnej. Z uwagi na obecne restrykcje
zwigzane ze stosowaniem nanoczastek oraz ,,upakowanie” w jednej formulacji kilku
sktadnikow aktywnych o réoznym charakterze, powyzsza propozycja no$nika wigzataby si¢
z utrudnionym procesem wdrozeniowym i mozliwym uzyskaniem niezadowalajacych
wynikow przenikania pozostatych sktadnikéw formulacji. W trakcie badan prowadzonych
w ramach przektadnej pracy doktorskiej istotne bylo otrzymanie uniwersalnego nosnika,
ktory bedzie odpowiedni dla wszystkich substancji aktywnych, biorac pod uwage ich
odmienny charakter 1 akceptowalny profil uwalniania. Przeprowadzona analiza uwalniania
substancji aktywnej 1 wstepne badania nad produktami daly bardzo obiecujacy obraz
wspomagania leczenia choroby zwyrodnieniowej stawow, jednakze zdolno$¢ penetracji
skory, zastosowanie 1 zwigkszenie biodostepnosci, szczegodlnie w przypadku ikaryny,
wymagaja kontynuacji badan w celu zintensyfikowania terapeutycznego efektu ikaryny.

Rys. 24. Profil uwalniania in vitro ikaryny z masy kosmetycznej Zelu chlodzacego
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5.5.2. Przenikanie in vitro siarczanu glukozaminy w komorze Franz’a

W przeciwienstwie do ikaryny, siarczan glukozaminy jest substancjg znacznie lepiej
opisang w literaturze naukowej oraz dostepnych jest wigcej danych i1 badan na jej temat, co
umozliwilo bardziej precyzyjny dobor warunkéw analizy przenikania. Dzigki
hydrofilowemu charakterowi, siarczan glukozaminy cechuje si¢ dobra rozpuszczalno$cia
w wodzie, umozliwiajacg jego tatwe wprowadzenie do podtozy o wysokiej zawartosci fazy
wodnej. Pozwolito to zachowa¢ jego stabilnos¢ w wybranych nosnikach oraz uzyskac
satysfakcjonujace wyniki zakumulowanej ilosci dla wszystkich analizowanych formulacji.
W pierwszej czgsci badania poréwnano wplyw nosnika na przenikanie siarczanu
glukozaminy oraz wptyw ilosci siarczanu glukozaminy na profil uwalniania. Przedstawiono
srednie wyniki przenikania in vitro siarczanu glukozaminy z wykorzystaniem komory
Franz’a a nastgpnie oznaczenia st¢zen przy pomocy wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) z detektorem wspoétczynnika zatamania $wiatta (RID, RI) (Rys. 25).
Zuwagi na fakt, iz siarczan glukozaminy nie posiada grup chromoforowych
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umozliwiajacych oznaczenie przy pomocy standardowego detektora UV, konieczna bytaby
derywatyzacja zwiazku, dlatego dla uproszczenia catej procedury wykorzystano detektor
refraktometryczny, pozwalajacy na oznaczenie zawarto$ci siarczanu glukozaminy w masie
produktu na zasadzie r6znic wspotczynnika zatamania $wiatta.

Rys. 25. Przykladowy chromatogram analizy z zastosowaniem HPLC-RID okreslajacy
odpowiednio od gory zawartos¢ wzorca (siarczanu glukozaminy) 0,4 mg/ml oraz siarczanu
glukozaminy w masie produktu zelu chlodzgcego odpowiednio 85,64 mg/ml, 85,37 mg/ml
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Najlepsze wyniki przenikania in vitro siarczanu glukozaminy otrzymano
z wykorzystaniem st¢zenia 10 % wag. siarczanu glukozaminy (Tab. 30), ktore pokazaty, ze
wyzsze stezenie siarczanu glukozaminy pozwolilo otrzymaé wigksze wartosci
zakumulowanej ilo$ci tego sktadnika w przypadku formulacji zawierajacych duza zawarto$§¢
fazy wodnej (zaréwno emulsji, jak 1 Zelu). W przypadku masci, najwyzsze wyniki
przenikania uzyskano z formulacji zawierajacej 5 % wag. siarczanu glukozaminy,
a podwyzszenie jej stezenia spowodowalo nieznaczny spadek zakumulowanej ilo$ci
substancji aktywnej. Hydrofilowy charakter siarczanu glukozaminy i polaczenie go z silnie
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lipofilowym nosnikiem, obnizyt wyniki przenikania, co wskazuje, ze charakter nos$nika
ijego kompatybilno§¢ z substancja aktywng odgrywa kluczowa role dla zdolno$ci
przenikania sktadnikéw formulacji przez membrany.

Tab. 30. Wyniki badania przenikania in vitro siarczanu glukozaminy w komorze Franz’a

Srednia ilo§¢ zakumulowanej substancji aktywnej dla formulacji chtodzacych
zawierajacych 2 g siarczanu glukozaminy/100 g produktu

emulsja zel masc¢
Czas
[h] [ng/em’] [70] [ng/em’] [70] [ng/em’] [70]
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 45,00 2,25 132,00 6,60 0,00 0,00
2 104,00 5,20 152,50 7,63 12,00 0,60
3 236,00 11,80 213,50 10,68 64,50 3,23
4 335,00 16,75 229,00 11,45 84,00 4,20
5 355,00 17,75 294,50 14,73 107,50 5,38

Srednia ilo§¢ zakumulowanej substancji aktywnej dla formulacji chlodzacych
zawierajacych 5 g siarczanu glukozaminy/100 g produktu

emulsja zel mas¢
Czas
[h] [ng/em’] [7%0] [ng/em’] [7%0] [ng/em’] [70]
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 156,40 3,10 326,10 6,50 25,70 0,50
2 385,20 7,70 472,10 9,40 39,00 0,80
3 535,60 10,70 575,20 11,50 208,40 4,20
4 1046,40 20,90 810,70 16,20 270,90 5,40
5 1260,90 25,20 989,70 19,80 345,20 6,90

Srednia ilo$é zakumulowanej substancji dla formulacji chlodzacych zawierajacych
10 g siarczanu glukozaminy/100 g produktu

emulsja zel masé
Czas
[h] [ug/cm’] [%] [ug/cm’] [%] [ug/cm?] [%]
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 422,20 4,20 974,30 9,70 42,40 0,40
2 1083,10 10,80 1137,30 11,40 82,70 0,80
3 2479,50 24,80 1589,00 15,90 299,90 3,00
4 3179,20 31,80 1713,90 17,10 468,80 4,70
5 3838,10 38,40 2173,10 21,70 603,10 6,00

Badania przenikania formulacji zawierajacych wyzsze stezenia siarczanu
glukozaminy niz 10 % wag. nie byly mozliwe z uwagi na niestabilno$¢ formulacji.
Zakumulowana ilo$¢ siarczanu glukozaminy podczas badania przenikania in vitro
w komorze Franz’a po 5 godzinach wykazata $rednio 38,4 % siarczanu glukozaminy dla
kremu, 21,7 % dla zZelu oraz 6,0 % dla masci. Dla wszystkich trzech stezen siarczanu
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glukozaminy (2 % wag, 5 % wag. i 10 % wag. siarczanu glukozaminy) uzyskano zblizone
profile uwalniania (Rys. 26). Poczatkowo siarczan glukozaminy uwalnial si¢ z preparatu
zelowego znacznie szybciej niz z emulsji, dajac w krétszym czasie wyzsze ilosci sktadnika
aktywnego. We wszystkich stezeniach (2 % wag, 5 % wag. i 10 % wag. siarczanu
glukozaminy) miedzy 2 i 3 godzing badania przenikania in vitro w komorze Franz’a
szybkos¢ przenikania siarczanu glukozaminy z formulacji emulsyjnej wzrosta z stosunku do
formulacji w zelu dajac ostatecznie nieco wyzsze wyniki.

Rys. 26. Profile uwalniania siarczanu glukozaminy dla formulacji zawierajacych od
2,5 % wag. do 10 % wag. skladnika aktywnego
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Podobnie, jak w przypadku masci, wartosci otrzymane dla Zelu i emulsji mogg si¢
wigza¢ z roznicami, jakie wynikaja z wilasciwosci baz wykorzystanych do otrzymania
ostatecznego produktu. Emulsje, z uwagi na fakt obecnosci zaréwno fazy ttuszczowej, jak
1 wodnej maja wigksze powinowactwo do skory, niz preparaty sktadajace si¢ wytacznie
z fazy wodnej usieciowanej S$rodkiem zelujacym. Szybsze uwalnianie siarczanu
glukozaminy z formulacji w formie zelu na poczatku badania moglo by¢ zwigzane z tym, ze
substancja czynna nie musiata rozdziela¢ si¢ pomigdzy obie fazy i moglta natychmiast
dyfundowa¢ przez membrang. Wyzsze wartosci przenikania siarczanu glukozaminy
z formulacji kremu mozliwe byty ze wzgledu na kombinacje fazy olejowej 1 wodnej, ktore
w potaczeniu wykazuja wieksze powinowactwo do skory cztowieka, niz czysta faza wodna
zelu. Dzigki temu emulsje wykazuja wiekszg kompatybilno$¢ z lipofilowym charakterem
skory, co ostatecznie w niniejszym badaniu przetozyto si¢ na uzyskanie korzystniejszego
profilu przenikania subsatancji aktywnej dla produktow, dla ktorych ma znaczenie
ostateczne uzyskane stezenie. W tym przypadku, pomimo wolniejszego uwalniania
siarczanu glukozaminy na poczatku badania, ostatecznie uzyskano nieco wyzsze stezenie
koncowe. Bardziej progresywny profil uwalniania skutkuje dtuzszym czasem dzialania
wyzszych stezen sktadnika aktywnego, natomiast w przypadku produktéw, dla ktérych liczy
si¢ szybko$¢ dziatania zdecydowanie korzystniejszy bedzie wybor formulacji zelowe;.
Kombinacja promotoréw przenikania o r6znych mechanizmach dziatania, takich jak: glikol
propylenowy, alkohol etylowy, kamfora, mentol 1 olejki eteryczne wykorzystane
w opracowywanych produktach pozwolita uzyska¢ stosunkowo wysokie wyniki przenikania
glukozaminy w postaci siarczanu, ktére w najwyzszym punkcie wynosity §rednio 38,4 %.
Z uwagi na celowe wykorzystanie kombinacji promotoréw, sprawdzono stusznos$¢ ich
wykorzystania, a tym samym zbadano wpltyw obecnosci popularnych promotoréw
przenikania na zdolno$¢ permeacyjng substancji. Réwnolegle przeprowadzono badania
przenikania dla formulacji niezawierajacej zadnego promotora przenikania (baza
zawierajaca dwa skladniki aktywne, ikaryne i siarczan glukozaminy), oraz dla formulacji
zawierajace] dodatkowo 1 % wag. glikolu propylenowego, ktére poréwnano z wynikiem
uzyskanym uprzednio dla formulacji zawierajgcej calg kombinacje promotorow przenikania.
Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 27, ktory ewidentnie wskazuje na wyzszo$¢
wykorzystania grupy promotoréw. Zastosowanie jednego promotora przenikania wplyneto
na znaczaca poprawe zdolnosci permeacyjnych, natomiast formulacja sktadajaca sie
wylacznie z bazy kosmetycznej 1 sktadnikéw aktywnych charakteryzowala si¢ najnizsza
zdolno$cig przenikania przez membrang imitujacg skore.
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Rys. 27. Wplyw promotorow przenikania na zdolnos¢é permeacyjna siarczanu glukozaminy
na podstawie badan uwalniania in vitro z emulsji zawierajacej 10 % wag. siarczanu
glukozaminy
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Obecnie dostepna jest cata gama rozmaitych membran imitujacych skore. Jednak do
badan przenikania, FDA, sugeruje stosowanie membran polimerowych, takich jak:
polisulfonowe, polietylosulfonowe, celulozowe 1 polidimetylosiloksanowe 1 ich
pochodnych, ktore najlepiej odwzorowuja wilasciwosci oraz charakter skory cztowieka
[443]. Wyzej wymienione membrany polimerowe sg zazwyczaj obojetne, zardwno wobec
skory, jak 1 sktadnikéw produktow kosmetycznych, nie utrudniajg przenikania substancji
aktywnych 1 zapewniajag dobra przepuszczalno$¢ [444]. Selekcja membrany imitujacej
skére, do badan przenikania, jest istotnym czynnikiem warunkujacym efektywnos¢
przenikania, pod wzgledem kompatybilnosci nosnika z zastosowang membrang. W celu
przeprowadzenia badan przenikania in vifro ramach niniejszej pracy wybrano membrany
syntetyczne, z uwagi na wzgledy etyczne i ich duza dostepnos¢ oraz stosunkowo niski koszt
zakupu 1 utrzymania. Uzyskane wyniki badan dla Zelu 1 kremu potwierdzaja korzystny
wptyw hydrofilowych membran, takich jak: membrany polisulfonowe czy celulozowe na
wyniki przenikania. Obserwacje te potwierdzaja, ze rodzaj i wlasciwosci membrany
wplywaja na szybkos$¢ uwalniania i og6lng akumulacje miejscowych postaci dawkowania
dajac wyzsze parametry przenikania niz w przypadku stosowania hydrofilowych membran
w potaczeniu z hydrofobowymi no$nikami, co wskazuje na istotno$¢ selekcji membran pod
katem ich powinowactwa do nosnika. W przypadku masci, zastosowanie btony lipofilowe;,
kompatybilnej z no$nikiem, prawdopodobnie umozliwitoby uzyskanie duzo lepszych
rezultatow, co potwierdzaja takze badania Lee 1 wsp [445], gdzie wskazano, ze substancje
lipofilowe wymagaja specjalnego podejscia podczas badan przenikania. Niezaleznie od
ilosci zalet jakimi cechuja si¢ membrany polimerowe, celulozowe czy polisulfonowe,
wskazujagcych na  tatwo$¢ ich pozyskiwania, przechowywania, uzytkowania
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1 modyfikowania pod katem rozmiaru czy sktadu, nie daja one pelnego obrazu interakcji
zachodzacych miedzy produktem i ludzka skora, z uwagi na ich jednorodny charakter i brak
ztozono$ci budowy jaka wystepuje w skorze [446]. Brak odzwierciedlenia oddziatywan
pomiedzy elementami naskérka zwigzany jest z niejednorodng strukturg skory
i rozbudowanym metabolizmem komoérkowym, ktore sg bardzo trudne do odtworzenia
podczas projektowania i wytwarzania syntetycznych membran. Prawidlowo wykonany test
in vitro uwalniania substancji aktywnych z no$nika moze dostarczy¢ cennych informacji
dotyczacych potencjatu substancji do przezskornego przenikania i stanowié przesiewowa
metode selekcji nosnika. Wykorzystanie blon syntetycznych, zamiast ludzkiej lub
zwierzece] skory, pokazuje jedynie uwalnianie w czasie rzeczywistym, a nie realne
przenikanie substancji czynnej, wigc tego typu analizy nie zapewniaja korelacji miedzy
wynikami badan in vitro, arealnym przenikaniem przezskornym u ludzi. Inny aspekt
opracowywania formulacji, ktory moze mie¢ wpltyw na wyniki przenikania stanowi sam
proces produkcji masy kosmetycznej i1 jej przetwarzanie. Rodzaj i parametry procesu
wytwarzania, takie jak: wysoka temperatura czy ci$nienie mogg mie¢ wplyw na stabilnos¢
sktadnikow aktywnych prowadzac do ich rozpadu. W takim przypadku sktad preparatu
1 dobranie do niego wiasciwych parametrow procesu maja kluczowe znaczenie dla
uzyskania efektywnego produktu. Formula Zelu do usieciowania zagestnika wymagata
dostarczenia ciepta i podgrzania masy do 55 °C co mogto wplyna¢ na stabilnos$¢ sktadnikow
aktywnych, z kolei emulsja potrzebowata podwyzszenia temperatury do 65 °C, do stopienia
statej czesci fazy olejowej, co zwigkszato ryzyko rozktadu substancji aktywnych. Badanie
oznaczenia zawartosci skladnikéw aktywnych po procesie wytwarzania produktéw nie
wykazato zmiany zawarto$ci siarczanu glukozaminy w stosunku do wartosci poczatkowe;,
co S$wiadczy o stabilnosci komponentéw formulacji podczas procesu wytwarzania
w podwyzszonej temperaturze, potwierdzajac, ze w powyzszych przypadkach oba procesy
produkcyjne (zaréwno dla emulsji, jak i zelu, nie mialy wptywu na ostateczne st¢zenie
sktadnika aktywnego w produkcie). Wolniejsze uwalnianie siarczanu glukozaminy
w odniesieniu do formulacji w Zelu mozna thtumaczy¢ obecnoscig srodkow powierzchniowo
czynnych zmniejszajacych napigcie powierzchniowe migdzy czasteczkami emulsji oraz
poprawiajacych zwilzanie powierzchni membrany, zwigkszajac tym samym powierzchnie
kontaktu produktu z membrang, skutkujac bardziej réwnomiernym 1 kontrolowanym
uwalnianiem [447]. Oczywistym jest, ze skora pelni funkcje barierowa, chronigc przed
wnikaniem wielu zwiazkow chemicznych. Selektywnos$¢ skory wzgledem substancji
chemicznych uwarunkowana jest przede wszystkim duza réznorodnos$ciag gatunkowg oraz
hydrofobowym charakterem warstwy lipidowej, dlatego w celu uzyskania lepszych efektow
dziatania wykorzystuje si¢ promotory przenikania i inne czynniki zwigkszajace przezskorne
przenikanie sktadnikow formulacji. Wykorzystana w tym badaniu kombinacja promotorow
przenikania, ktére tymczasowo zmniejszaja barierowo$¢ skory poprzez chwilowa
destabilizacj¢ struktury dwuwarstwy lipidowej, pozwolita na otrzymanie zadowalajacych
wynikow uwalniania substancji do plynu akceptorowego po drugiej stronie membrany.
Istnieje wiele doskonatych promotoréw przenikania takich jak np. dimetylosulfotlenek
(DMSO), ktory jest jednym z najbardziej efektywnych zwigzkow zwigkszajacych
przenikanie przezskorne réznych lekéw, ale niestety w zastosowaniu kosmetycznym jest
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zabroniony, dlatego w docelowych formulacjach wykorzystano jedynie substancje
dopuszczone do stosowania w kosmetykach. Terpeny, na przyktad mentol czy kamfora oraz
terpenowe sktadniki olejkdw eterycznych, moga zwigksza¢ rozpuszczalno$¢ innych
zwigzkOw poprzez obnizanie temperatury topnienia sktadnikow w powstalej mieszaninie
eutektycznej. Terpeny moga takze obniza¢ wlasciwosci barierowe dwuwarstwy lipidowe;j
naskorka, co rowniez moze mie¢ wplyw na wartosci otrzymanych wynikéw. Wprowadzenie
do formulacji alkoholu etylowego mialo na celu zwickszenie mozliwosci przenikania
substancji hydrofilowych. Alkohol etylowy w produktach kosmetycznych peini funkcje
czynnika wzmacniajacego przenikanie poprzez wyptukiwanie skladnikow lipidowych
z warstwy rogowe] naskorka oraz dziata takze jako nosnik dla innych substancji np.
zwigzkow terpenowych, zwigkszajac ich przenikanie 1 poprawiajac rozpuszczalnos¢ w tym
szczegblnie korzystnie wptywajac na rozpuszczalnos¢ ikaryny [448], [449]. W wielu
badaniach wykazano wptyw etanolu na zwigkszenie przenikania zwigzkow hydrofilowych,
ktory wigze si¢ z jednoczesnym zmniejszeniem permeacji zwigzkow lipofilowych [450],
[451], jednak w przeciwienstwie do siarczanu glukozaminy, ikaryna jest bardzo specyficzng
substancja wykazujacg stabg rozpuszczalno$¢, zaréwno w wodzie, jak 1 w thuszczach.
Uwzglednienie dwoch glownych substancji  aktywnych o roéznych charakterach:
hydrofilowego - siarczanu glukozaminy i hydrofobowej - ikaryny wymagato doboru
promotoréw przenikania, ktéore pomoga wzmocni¢ przenikanie obu substancji bez
negatywnego dziatania wzgledem pozostatych sktadnikéw aktywnych.

5.5.3. Przenikanie in vitro ikaryny w komorze Franz’a

W tabeli 31 przedstawiono S$rednie wyniki przenikania in vitro ikaryny
z wykorzystaniem komory Franz’a a nastgpnie oznaczenia stg¢zen przy pomocy HPLC-UV.

Tab. 31. Wyniki przenikania in vitro ikaryny z wykorzystaniem komory Franz’a

EMULSJA ZEL MASC
Czas Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia
[h] [ng/cm?] [%] [ng/cm?] [%] [ng/cm?] [%]
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 10,07 8,52 10,56 8,93 5,82 4,92
2 12,08 10,22 14,01 11,85 7,98 6,75
3 14,22 12,03 20,55 17,38 9,01 7,62
4 26,34 22,28 24,96 21,11 12,17 10,29
5 30,56 25,85 28,89 24,44 16,24 13,74

W oparciu o0 oznaczenie stgzen roztwordw wzorca wyznaczono czas retencji ikaryny
i krzywa kalibracyjng. Wysoki wspétczynnik korelacji R* (0,9998) potwierdza dobre
dopasowanie krzywej wzorcowej do danych doswiadczalnych, potwierdzajacy uzyskanie
krzywej kalibracyjnej charakteryzujacej si¢ dobrg liniowoscia, co przy uzyskanej wartosci
RSD 0,1 % s$wiadczy o wysokiej powtarzalnos¢ metody. Sprawdzono takze, czy
w formulacji nie wystgpuja inne zwigzki o takim samym czasie retencji jak ikaryna, poprzez
przeprowadzenie analizy dla formulacji, w ktorej ekstrakt z Epimedium Koreanum zostal
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zastgpiony woda demineralizowang. Wynik tej analizy potwierdzit brak wystepowania
w formulacji innych zwigzkow o zblizonym czasie retencji. Na rysunku nr 28 przedstawiono
poréwnanie chromatogramu wzorca z chromatogramem badanej probki. Pokrywanie si¢
czasOw retencji wzorca i sktadnika znajdujac si¢ w badanej probce wskazuje zgodnosé
substancji, jak rowniez stabilno$¢ ikaryny podczas procesu produkcji i jej przechowywania,
potwierdzajac brak wpltywu temperatury procesu emulgowania (65 °C) na stabilno$¢
ikaryny. Ekstrakt z Epimedium Koreanum jest wielosktadnikowa mieszaning zawierajaca
oprécz ikaryny inne zwiazki o zblizonej budowie np. ikaryzydy czy epimedyny, ktore
z uwagi na swoja podobng budow¢ moga wykazywac zblizone czasy retencji, na co moze
wskazywac obecno$¢ innych pikow na chromatogramie w okolicy czasu retencji ikaryny.

Rys. 28. Porownanie chromatogramu wzorca z chromatogramem badanej proby
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0.160 m— 7awartoic ikaryny w emulsji rozgrzewajacej
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Uzyskane wyniki, o warto$ciach powyze] zatozonej wartosci 20 % przenikania
ikaryny, wskazuja, ze zarowno nosnik zelowy, jak i emulsyjny daja zadowalajace wyniki
przenikania in vitro przez membrane¢ imitujaca ludzka skore. Formulacja w postaci masci,
uzyskala najnizsze wartosci przenikania ikaryny przez membrany imitujace skore, podobnie
jak w przypadku badania przenikania siarczanu glukozaminy, co moze wskazywaé na
znaczenie aspektow fizykochemicznych masci, ktére utrudniaja przenikanie sktadnikow
formulacji. W tym przypadku charakter substancji aktywnych mial raczej drugorz¢dowe
znaczenie, bowiem oba skladniki, pomimo, Zze znaczaco roznity si¢ od siebie
hydrofilowoscia, daty zblizone parametry przenikania w no$niku masciowym. Moze to
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wskazywac, ze kluczowa role dla zdolnosci permeacyjnych sktadnikéw formulacji moze
odgrywac silnie lipofilowy charakter samego nosnika potwierdzajacy brak kompatybilno$ci
masci z obiema substancjami, a tym samym wplywajac na utrudnione przenikanie
i uwalnianie substancji aktywnych z podtoza. Stabsze uwalnianie ikaryny z masci moze by¢
zwigzane z brakiem powinowactwa masci do substancji aktywnych, z uwagi na jej silnie
hydrofobowy charakter, przez co no$nik moze blokowa¢ sktadniki aktywne w swojej masie,
nie dopuszczajac do ich uwolnienia z produktu [452]. Otrzymane wyniki spowodowaly
wykluczenie formulacji w postaci masci z dalszych badan. Na rysunku nr 29 przedstawiono
wykres zalezno$ci przenikania kazdej z formulacji w czasie. Sredni wynik przenikania
ikaryny w ostatnim punkcie pomiarowym wynosit dla zelu 25,85 %, z maksymalng uzyskang
wartoscig 26,82 %, natomiast dla emulsji odpowiednio 24,44 %, z maksymalng warto$cia
24,75 %.
Rys. 29. Profil przenikania in vitro ikaryny przez membrane¢ imitujaca skore w komorze
Franz’a
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Powyzsze wyniki badania przenikania in vitro przez membrany imitujace skore
potwierdzity potencjatl obu substancji w przenikaniu przez skore, nasladujac zastosowanie
miejscowe, szczegolne w aplikacji poprzez no$nik w postaci zelu 1 masci. Co ciekawe,
uzyskane wyniki dwdch niezaleznych badan dla obu substancji, wykazaty zblizone profile
uwalniania substancji aktywnych do medium akceptorowego, sugerujac ze odmienna
rozpuszczalno$¢ obu zwigzkéw chemicznych, nie miata w tym przypadku istotnego wptywu
na zdolnos$¢ substancji do przenikania. W obu badaniach przenikania, zar6wno ikaryny, jak
1 siarczanu glukozaminy wykorzystano dokladnie takie same no$niki (mas¢, zel i emulsje)
oraz takie same promotory przenikania (glikol propylenowy, alkohol etylowy, kombinacja
3 olejkéw eterycznych), co moze wskazywaé na istotno$¢ wlasciwosci nosnika i sktadu
formulacji bazowej, ze szczegblnym uwzglednieniem czynnikéw ulatwiajacych
przenikanie, na uwalnianie substancji z nosnika i ich przenikanie przez membrany imitujace
skore. W przypadku obu substancji (zaro6wno ikaryny, jak i siarczanu glukozaminy), dla
formulacji w postaci zelu uzyskiwano, w poczatkowym etapie, szybsze uwalnianie obu
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sktadnikow aktywnych (ikaryna, siarczan glukozaminy) w stosunku do formulacji w postaci
emulsji. Tendencja ta uleglta odwrdceniu dla ikaryny po ok. 3,5 h oraz dla siarczanu
glukozaminy pomigdzy 2 a 3 godzing badania, w zalezno$ci od st¢zenia sktadnika
aktywnego (2 % wag. — 10 % wag). Ostateczna, koncowa zawarto$§¢ zakumulowanego
sktadnika aktywnego w badaniach przenikania byta zblizona dla obu no$nikéw, wiec profil
uwalniania kazdej z wyzej wymienionych substancji stanowit podstawg do wyboru no$nika
dla opracowywanych produktow. Zatozeniem pracy bylo opracowanie produktow
kosmetycznych wspomagajacych proces leczenia, zard6wno choroby zwyrodnieniowej, jak
1 kontuzji stawowych, jednakze zuwagi na odmienne podejscie w regeneracji kazdego
z nich, wymagane jest stworzenie produktow o odmiennych wlasciwosciach termicznych.
Pomocne w tym przypadku mogg by¢ réwniez profile uwalniania sktadnikow aktywnych
z powyzszych formulacji. Kontuzje stawowe sa zwigzane z nagle wywotanymi stanami
zapalnymi w obrebie tkanek stawoéw 1 kosci, dlatego w tym przypadku wazniejsza jest
szybko$¢ dziatania niz minimalna rdéznica w ostatecznej zawartosci zakumulowanej
substancji aktywnej. Dodatkowo, w przypadku kontuzji zalecana jest terapia zimnem,
dlatego faworyzowane s3 sktadniki o dziataniu chtodzacym, ktore jednoczesnie sg
antagonistami receptoroOw bolowych blokujac przesytanie sygnaléw o bolu [453].
W zwigzku z powyzszym dla produktu przeznaczonego do pielegnacji skory po urazach
1 kontuzjach wybrana zostata formulacja w formie zelu, dajaca znacznie wyzsze wyniki
uwalniania substancji aktywnej w pierwszych 2 godzinach badania. Choroba
zwyrodnieniowa stawoOw wymaga odmiennego podej$cia z uwagi na fakt, ze jest to choroba
chroniczna 1 progresywna. W przypadku produktu przeznaczonego do pielegnacji skory
w obrebie stawow objetych chorobg zwyrodnieniowa, korzystniejsze wydaje si¢ byc¢
zastosowanie wolniejszego poczatkowego uwalniania substancji aktywnej, jednak
ostatecznie dajacego najwyzsze st¢zenia dostarczanych sktadnikow aktywnych. Dodatkowo
wskazuje si¢ na efekty terapeutyczne terapii cieptem, ktore ma dzialanie pobudzajace
mikrokrazenie i aktywujgce procesy naprawcze, a dodatkowo jest najchetniej wybierang
formg termoterapii wsrod osob cierpigcych na zwyrodnienia [454]. W zwigzku z powyzszym
dla produktu dedykowanego dla os6b zmagajacych si¢ z OA zaproponowano formulacje
w formie emulsji z dodatkowym efektem rozgrzewajacym.

5.6. Optymalizacja procesu otrzymywania formulacji i podniesienie
skali jej wytwarzania w skali poltechnicznej

Wybor formy aplikacyjnej pozwolit na dopracowanie koncowych formulacji obu
produktow 1 rozpoczecie badan wdrozeniowych. W pierwszej kolejnosci konieczne bylo
podniesienie skali wytwarzania, zarowno masy zelu, jak i emulsji oraz optymalizacja catych
procesOw wytwarzania, aby zapewni¢ niezmienno$¢ pozadanych parametrow wzgledem
formulacji wyj$ciowych oraz brak wplywu procesu na stabilno§¢ gotowego wyrobu
1 poszczego6lnych sktadnikow aktywnych. Pierwotne formulacje opracowane byly w ilosci
100 g, natomiast podniesienie skali wytwarzania formulacji odbywalo si¢ stopniowo od skali
laboratoryjnej (500 g) do skali poéttechnicznej 50 000 g - 150 000 g, aby unikna¢ duzej straty
masy surowcoéw w razie niepowodzenia. Optymalizacja procesu otrzymywania produktow,
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poprzez poznanie wplywu parametrOw procesu na wlasciwosci otrzymanej masy
kosmetycznej procesu, pomaga osiggnaé powtarzalno§¢ wytwarzania, ktora jest kluczowa
podczas przemystowych aplikacji na rynku kosmetycznym czy farmaceutycznym. Brak lub
niewlasciwa optymalizacja moze przyczyni¢ si¢ do wzrostu kosztow produkcji [455].
Wptyw zmiennych (predkosci i czasu mieszania/homogenizacji, temperatury procesu)
zalezy od stosowanych sktadnikow, typu procesu oraz wykorzystywanej aparatury, jednakze
wiasciwe ich dopasowanie pozwala sterowa¢ wielkoscig kropel fazy wewngtrznej czy
innymi wlasciwosciami reologicznymi otrzymywanych uktadow [456]. Optymalizacja
procesu wytwarzania formulacji kosmetycznych gwarantuje takze skuteczno$¢ produktu
poprzez zapewnienie stabilnos$ci, zarowno masy kosmetyku, jak 1 poszczegdlnych
sktadnikow aktywnych, a takze poprzez osiggnig¢cie jednorodnosci i takich samych
parametréw fizykochemicznych masy w calej jej objetosci. Optymalizacja moze dotyczy¢
kazdego etapu procesu produkcyjnego, przy czym najczesciej wybiera sie te, ktore
w najwiekszym stopniu moga wplywa¢ na wlasciwosci masy produktu i ostateczny efekt
wytwarzania, czyli zaczynajac od samego doboru sktadnikow formulacji przez mieszanie,
homogenizacje, podgrzewanie, mielenie czy nalewanie. Dobdr parametrow optymalizacji
zalezy od mozliwosci technologicznych zaktadu produkcyjnego oraz aparatury produkcyjne;j
jaka on dysponuje 1obejmuje sprawdzenie roéznych wariantow w celu wyboru
najkorzystniejszego pod katem ekonomicznym 1 jakosciowym. Dodatek energii do uktadu
pozwala wytworzy¢ wigksza powierzchni¢ na granicy faz, dlatego wszelkie urzadzenia
zdolne do szybkiego przekazywania duzej ilosci energii s3 wykorzystywane do tworzenia
emulsji o konkretnych wielko$ciach kropel fazy wewngtrznej [457]. Odtwarzanie formulacji
na roznych sprzetach z wykorzystaniem innej aparatury produkcyjnej, nawet przy
zachowaniu tego samego sktadu formulacji i parametréw procesowych nie daje gwarancji
uzyskania masy spelniajacej kryterium akceptacji i moze si¢ znaczaco r6zni¢ od prototypu.
Wskazuje si¢ nawet, ze zmiana chocby typu mieszadla lub jego geometrii ma znaczacy
wpltyw na $rednice kropel 1 wlasciwosci lepkosprezyste uktadu [458]. Dostepne badania
wskazujg takze na istotno$¢ szybkos$ci mieszania, gdzie zwigkszenie predkosci obrotowej
mieszadta obniza $rednig wielko$¢ kropli fazy wewngtrznej [457]. Dodatkowo podczas
produkcji wyrobow, dla ktérych lepko$¢ jest kluczowym parametrem sensorycznym lub jej
konkretne warto$ci warunkuja proces rozlewania, podczas optymalizacji warto zwrocié
uwage, czy wystepuje zalezno$¢ pomiedzy lepkoscia, a szybkos$ciag $cinania i czy mamy do
czynienia z uktadami zageszczanymi lub rozrzedzanymi $cinaniem. Kolejnym parametrem
o duzym znaczeniu podczas optymalizacji jest czas trwania danego etapu, ktorego
wydhuzenie do pewnego momentu wptywa na zwigkszenie stabilnos$ci emulsji, jednak po
jego przekroczeniu, nie dochodzi juz do Zzadnych zmian w $rednicy i rozktadzie kropel [459].

Dla kazdej formulacji przeprowadzono nast¢pujaca optymalizacje: dla Zzelu — obu
etapow procesu mieszania (Tab. 32), a dla emulsji - procesu homogenizacji (Tab. 33).
W pierwszym przypadku optymalizacja obejmowata sprawdzenie i poréwnanie wpltywu
parametrOw mieszania, ilo$ci obrotdw na minut¢ oraz czasu mieszania na rozprowadzenia
sktadnika Zelujagcego. W drugim etapie poréwnano te same parametry, jednakze
w odniesieniu do rozktadu skladnikéw aktywnych. Celem optymalizacji procesu byto
zapewnienie w catej objetosci produktu jednorodnosci i jak najmniejszego zapowietrzenia
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masy kosmetycznej, bez widocznych konglomeratow skladnika zelujacego, dlatego
porownano wptyw czasu trwania etapu mieszania i pr¢dkosci obrotowe;.

Tab. 32. Analiza procesu mieszania predkoS$ci obrotowej mieszadla i zapowietrzenia

ETAP 1
Predkos¢ Czas trwania
mieszania procesu Uwagi
[rpm] [min]
3 Widoczne duze konglomeraty zagestnika, brak zapowietrzenia masy
20 6 Widoczne duze konglomeraty zagestnika, brak zapowietrzenia masy
9 Widoczne drobne konglomeraty zaggstnika, brak zapowietrzenia
masy
3 Widoczne konglomeraty zagestnika, brak zapowietrzenia masy
35 6 Widoczne konglomeraty zagestnika, brak zapowietrzenia masy
9 Widoczne drobne pojedyncze konglomeraty zaggstnika, brak
zapowietrzenia masy
3 Widoczne drobne konglomeraty zagestnika, brak zapowietrzenia
0 masy
S 6 Jednorodny transparentny zel, brak zapowietrzenia
9 Jednorodny transparentny zel, delikatne zapowietrzenie masy
3 Widoczne drobne konglomeraty zagestnika, lekko zapowietrzona
63 masa produktu
6 Jednorodny zel zagestnika, widocznie zapowietrzona masa produktu
9 Jednorodny zel, znaczne zapowietrzenie masy
ETAP 2
., Czas trwania
Pl.‘QdkOS.C etapu . RSD % zawartoSci siarczanu
mieszania Uwagi R
procesu glukozaminy [%]
[rpm] e
4 Brak zapowietrzenia 0,543781
20 8 Brak zapowietrzenia 0,217762
12 Brak zapowietrzenia 0,074031
4 Brak zapowietrzenia 0,263153
35 8 Brak zapowietrzenia 0,099922
12 Brak zapowietrzenia 0,061938
4 Brak zapowietrzenia 0,053254
Brak znaczacego zapowietrzenia,
50 8 widoczne pojedyncze bable 0,003456
powietrza
12 WidO(j‘zne de.likatne 0.003621
zapowietrzenie masy
4 Pojedyncze bable powietrza 0,027309
g Widonne 21'1aczne 0.001655
63 zapowietrzenie masy
12 Widoczne znaczne 0.002977

zapowietrzenie masy
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Proces wprowadzania zaggstnika byl nieskuteczny w przypadku wszystkich czasow
dla predkosci obrotowych 20 rpm 1 30 rpm. W kazdym przypadku uzyskano
nierozpuszczone skupiska sktadnika zelujacego. Dla predkosci 50 rpm, przy czasie
mieszania 6 minut, udalo si¢ uzyska¢ pozadany efekt rownomiernego rozprowadzenia
zagestnika bez nadmiernego zapowietrzenia masy. Duze zapowietrzenie masy,
z doswiadczenia zaktadu produkcyjnego, w ktorym prowadzone sa badania, moze zaburzaé
proces rozlewania masy do opakowan docelowych, poprzez zmiang lepkosci i ggstosci masy,
co moze skutkowa¢ napetnianiem innej pojemnos$ci niz byla zadana, lub przepetnieniem
butelek, w ktorych dana objgtos¢ nie moze si¢ zmiesci¢. Jesli niemozliwe jest uniknigcie
zapowietrzenia masy podczas produkcji, konieczne jest wczesniejsze sezonowanie masy
w celu jej odpowietrzenia. Dluzszy czas 1 wyzsze predkosci mieszania pomimo dobrego
rozprowadzenia zagestnika znaczgco nasilaly zapowietrzenie masy 1 zwigkszaty
niepotrzebne zuzycie energii. W drugim etapie procesu sprawdzono zapowietrzenie
1 rozktad sktadnika aktywnego w calej objetosci wytwarzanej masy. Siarczan glukozaminy
jest zwiazkiem nieposiadajagcym ugrupowania chromoforowe, nie jest zdolny do
absorbowania promieniowania w zakresie UV-VIS, dlatego oznaczenie HPLC z detektorem
UV nie byloby mozliwe, bez uprzedniej derywatyzacji zwiagzku. Dla uproszczenia procedury
oznaczania wykorzystano HPLC z detektorem refraktometrycznym (RID, ang. Refractive
Index Detector), oznaczajagcym wspotczynnik zalamania $wiatta dla mieszanin
jednorodnych, pozwalajagcym na oceng stezenia siarczanu glukozaminy w odniesieniu do
wspotczynnika zatamania $wiatla roztworow wzorcowych.

Brak zapowietrzenia uzyskano z wykorzystaniem predkosci mieszania 20 rpm
130 rpm, natomiast w obu przypadkach, przy wszystkich czasach mieszania, wyniki
pomiaru zawarto$ci siarczanu glukozaminy zbyt znaczaco si¢ od siebie roznity (zbyt
wysokie RSD % zawartosci siarczanu glukozaminy), co $wiadczylo o nierownomiernym
rozktadzie siarczanu glukozaminy w catej objetosci produkowanej masy. Najkorzystniejsza
kombinacj¢ parametrow zawarto$ci i mieszania uzyskano przy mieszaniu 50 rpm przez
8 minut dajacych rOwnomierne rozmieszczenie siarczanu glukozaminy przy minimalnym
zapowietrzeniu masy.

W przypadku emulsji przeprowadzono jedynie optymalizacj¢ procesu
homogenizacji. Homogenizacja masy byla umiejscowiona w czasie po dodaniu wszystkich
sktadnikow aktywnych, wiec w przypadku otrzymania réwnomiernego rozktadu ich
zawarto$ci w masie, dalsze mieszanie nie powodowato juz dalszych zmian. W przypadku
emulsji jako parametr optymalizacyjny, przyjeto Srednicg kropel fazy rozproszonej emulsji
oraz zawarto$¢ siarczanu glukozaminy. Pozadane byto uzyskanie emulsji o jak najbardziej
jednorodnej $rednicy wszystkich kropel o warto$ciach ponizej 10 um. Zmniejszenie Srednicy
kropel fazy wewng¢trznej powodowane jest dziataniem sit $cinajacych wywotanych
dzialaniem homogenizatora. Homogenizatory s3 urzadzeniami o duzej mocy,
wykorzystujacymi technologi¢ rotor-stator, w ktorej duza predko$¢ obrotowa rotora
wymusza silne zasysanie cieczy przez otwory w glowicy homogenizatora, gdzie czasteczki
masy ulegaja silnemu mieszaniu i rozdrobnieniu. Wyniki badan przedstawione w tabeli 33
wskazuja, ze proces homogenizacji przy predkosci 3000 rpm zapewnil wystarczajace
mieszanie sktadnikow aktywnych, a proces mieszania stuzyt jedynie wprowadzeniu do masy
konserwantow, dlatego nie byta wymagana jego optymalizacja.
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Tab. 33. Wyniki optymalizacji procesu homogenizacji emulsji rozgrzewajacej

RSD %
Predkosé Czas. Wielko$¢ zawartoSci
N, trwania . )
homogenizacji czastek Uwagi siarczanu
[rpm] proc.esu [pm] glukozaminy
[min] (%]
Duza réznica wielkosci
1 <23,864 kropel, widoczne 0,457323
1000 konglomeraty
3 <19,115 Duza réznica wielkosci kropel 0,263768
5 <15,647 Duza roznica wielkosci kropel 0,135682
Duza réznica wielkosci
1 <18,949 kropel, widoczne 0,369970
konglomeraty
Duza réznica wielkoS$ci
1500 3 <15,439 kropel, widoczne 0,223920
konglomeraty
Duza réznica wielkoS$ci
5 <13,004 kropel, widoczne 0,068064
konglomeraty
Duza roznica wielkosci
1 15,219 kropel, widoczne 0,108387
konglomeraty
Duza roznica wielkosci
2000 3 <10,542 kropel, widoczne 0,074259
konglomeraty
Nieznaczne roznice wielkosci
5 <9,891 kropel, widoczne pojedyncze 0,065140
konglomeraty
1 <14,176  Duza réznica wielkosci kropel 0,072939
Nieznaczne roznice wielkosci
2500 3 <7,158 kropel, widoczne pojedyncze 0,002079
konglomeraty
5 i Emulsja wim@lniel niestabilna, 0.002073
rozdzielenie faz
Nieznaczne roznice wielkosci
1 <9,707 kropel, brak istotnych 0,036306
konglomeratow
Zblizona wielko$¢ wszystkich
3000 czastek, jednorodna masa pod
3 <4,640 katem wielkosci, krople nie 0,000953
tworzg istotnych
konglomeratow
5 i Emulsja wizualnie niestabilna, 0.001635

rozdzielenie faz
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Warto tez zwroci¢ uwage, ze przy wysokich predkosciach, od 2500 rpm, dtugotrwata
homogenizacja prowadzita do destabilizacji uktadu i rozdziatu faz emulsji. Z kolei zbyt
krétka homogenizacja nie pozwalata na uzyskanie jednorodnos$ci $rednicy kropel fazy
wewngetrznej, a duze réznice w ich $rednicach moga prowokowaé tworzenie wigkszych
konglomeratow i ich koalescencj¢, prowadzac do destabilizacji calego uktadu. W tym
przypadku poszukiwane byty parametry homogenizacji pozwalajace na otrzymanie stabilnej
emulsji o jak najmniejszej $rednicy czastek przy jednoczesnie rownomiernym rozktadzie
badanego skladnika aktywnego, co pozwolilo na wybranie predkosci homogenizacji
wynoszacej 300 rpm 1 czasu jej trwania 3 minuty. Na rysunku 30 przedstawiono wybrane
zdjecia obrazu mikroskopowego emulsji uzyskanych z wykorzystaniem rdznych
parametréw technologicznych procesu homogenizacji, przedstawiajagce wplyw czasu
1 predkosci homogenizacji na rozmiar kropel. Wybrane parametry homogenizacji poprzez
stopniowe zmniejszanie srednicy czastek pozwolity uzyska¢ srednic¢ kropel ponizej 5 pum,
zachowujac stabilno$¢ masy 1 brak skupisk poszczeg6dlnych kropel dajac ich rownomierne
rozmieszczenie. Wyniki badan wskazuja, ze zarowno wzrost predkosci homogenizacji, jak
1jej czasu wpltywaja na zmniejszenie $rednicy czastek emulsji, do momentu, po ktorym
zostaje zachwiana stabilno$¢ uktadu.
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Rys. 30. Wplyw parametrow homogenizacji na wielkos¢ i rozklad kropel fazy wewnetrznej
emulsji: A - 1 min/1000 rpm; $rednica najwiekszej kropli 23,864 pm, B - 1 min/1500 rpm;
Srednica najwiekszej kropli 18,949 pm, C - 3 min/2000 rpm; Srednica najwiekszej kropli
10,542 pm, D - 3 min/2500 rpm; Srednica najwiekszej kropli 7,158 pm, E - 1 min/3000 rpm;
srednica najwiekszej kropli 9,707 pm, F - 3 min/3000 rpm; Srednica najwiekszej kropli
4,640 pm

189



WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

5.7. Zaprojektowanie pakietu badan  wdrozeniowych dla
opracowanych produktow kosmetycznych

Przed wdrozeniem produktéw kosmetycznych na rynek konieczna jest ocena
bezpieczenstwa ich stosowania, w zwigzku z czym produkty poddawane sa szeregowi testow
i badan oceniajacych potencjalne zagrozenia, ktére moglyby wptyna¢ na zdrowie
konsumentéw. Szybki rozwoj rynku kosmetycznego w ostatnich latach przyczynit si¢ do
opracowania regulacji prawnych dotyczacych wdrazania nowych kosmetykéw na rynek, ich
kwalifikacji oraz bezpieczenstwa. Obecny stan wiedzy, nowoczesne badania i1 postep
w dziedzinie chemii kosmetycznej 1 farmaceutycznej pozwalaja na ciagle wprowadzanie
zmian w obowigzujacych dokumentach 1 ich aktualizowanie zgodnie z aktualnym stanem
wiedzy z zakresu bezpieczenstwa skladnikow 1 zakresu ich stosowania, dlatego niezwykle
wazne jest ciaggte sledzenie postepoOw prac nad nowymi zmianami. Pozwala to uniknaé
wprowadzenia produktu na rynek, ktory w niedlugim czasie bedzie musiat by¢ zmieniony
lub wycofany, jednocze$nie chronigc producenta przed strata czasu 1 pieniedzy
przeznaczonych na badania. Obecnie obowigzujacym dokumentem jest Rozporzadzenie
1223/2009 Parlamentu Europejskiego 1 Rady Europy z dnia 30 listopada 2009 r., obligujace
producentow do przeprowadzenia badan mikrobiologicznych (w tym czystosci
mikrobiologicznej 1  zakonserwowania  produktu), badan stabilno$ci, badan
dermatologicznych, badan aplikacyjnych potwierdzajacych wszystkie deklaracje
marketingowe oraz opracowania raportu bezpieczenstwa wraz z analizg toksykologiczna.
Wszystkie badania i1 analizy zostaty przeprowadzone, zarowno dla zelu chtodzacego, jak
1 emulsji rozgrzewajacej. Pozytywne wyniki kazdego z badan nie gwarantuja jednak
catkowitego bezpieczenstwa produktu 1 mimo uzyskania mozliwosci wprowadzenia
produktu na rynek nie mozna wykluczy¢ wystapienia dziatan niepozadanych i skutkéw
ubocznych stosowania kosmetyku, takich jak: podraznienie, zaczerwienienie czy reakcje
alergiczne, ktore sg specyficzne dla kazdej osoby i1 dotycza ok. 10 % populacji [460].
Projektujac pakiet badan wdrozeniowych konieczne jest wzigcie pod uwage docelowej
grupy odbiorcow 1 kryteriow akceptacji jakie ja obowigzuja, oraz rozwazenie wszystkich
niebezpieczenstw jakie moze nie$¢ ze sobg stosowanie na skorg. Kombinacja sktadnikow
danego produktu oraz jego przeznaczenie warunkuja dobdr grupy ochotnikéw do badan
wdrozeniowych pod katem ich specyficznych cech osobniczych oraz dobor parametrow
badan pozwalajacych na uzyskanie rzetelnych wynikow.

5.7.1. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne s3a jednym =z podstawowych narzedzi oceny
bezpieczenstwa produktu, gdyz obecno$¢ nadmiernej iloSci mikroorganizméw
w kosmetykach moze powodowac ich psucie, destabilizacj¢ uktadu, dezaktywacje
sktadnikow aktywnych produktu, zmiang zapachu, koloru, wygladu czy konsystencji [461].
Dodatkowo, obecno$¢ chorobotwoérczych bakterii, drozdzy czy plesni i ich metabolitow
stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia konsumentoéw. Pomimo znacznego rozwoju branzy
kosmetycznej i produkcyjnej wciaz zdarzaja si¢ przypadki skazenia produktow, najczesciej
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mikroorganizmami: Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans, a takze nalezacymi do gatunku Enterococcus Spp., Enterobacter Spp.,
Serratia Spp., Klebsiella Spp. 1 wielu innych [462]. Do skazenia mikrobiologicznego
produktu moze dochodzi¢ juz na etapie produkcji i sg to skazenia pierwotne oraz w czasie
uzytkowania produktu, okreslane jako skazenia wtorne. Aby zapobiegal skazeniom
pierwotnym wszyscy producenci sg zobligowani do przestrzegania wymagan sanitarnych
1 higienicznych, ktére wraz z pozostalymi parametrami kontroli jakosci, tworzg zespot zasad
okreslonych jako Dobra Praktyka Produkcyjna (ang. Good Manufacturing Practice — GMP)
[130]. GMP narzuca ciggle monitorowanie i dokumentowanie czystosci mikrobiologiczne;j
surowcow wyjsciowych, wody produkcyjnej, potproduktow 1 gotowego wyrobu a takze
srodowiska produkcyjnego, w tym czystosci powietrza, urzadzen, opakowan oraz personelu.
Wdrozenie restrykcyjnych procedur i prowadzenia dokumentacji dotyczacej higieny pracy,
mycia, dezynfekcji 1kontroli jakosci
jednorodnosci produktéw poprzez kontrole calego procesu produkcji wiaczajac nadzor nad

zapewnia zachowanie powtarzalnosci oraz
tancuchem dostaw 1 podzniejsze magazynowanie produktu, poczawszy od zamdwienia
surowcOw, przez wytwarzanie, pakowanie, znakowanie, etykietowanie 1 magazynowanie
gotowego produktu. W przeciwienstwie do zanieczyszczen pierwotnych, ktorych mozna
unikng¢ przestrzegajac GMP, grupa zanieczyszczen wtornych dotyczy skazenia produktu
juz w trakcie jego uzytkowania, najczesciej przez konsumenta, lub srodowisko w jakim
produkt jest przechowywany, dlatego producent nie jest w stanie przewidzie¢ na co narazony
moze by¢ produkt. W celu ochrony kosmetykow przed zakazeniami wtérnymi, producenci
stosujg $rodki konserwujace, ktorych zadaniem jest neutralizowanie wszelkich
zanieczyszczen mikroorganizmami i redukowac ich wzrost w przypadku skazenia produktu.
Dla ochrony konsumentéw monitorowana jest, zarowno czysto§¢ mikrobiologiczna
produktéw, jak 1 zdolnos¢ uktadu konserwujacego do ochrony produktu przed
zanieczyszczeniami wtornymi.

Tab. 34. Wyniki badania czysto$ci mikrobiologicznej

Badanie Metoda Kryterium* Wynik emlflsja Wynik Zel
rozgrzewajaca | chlodzacy
Liczba mezofilnych
mikroorganizmoéw PN-EN ISO <lx10° . .
< <
tlenowych (bakterie 21149:2017-07 jtk/g 10 jtklg 10 jtklg
i grzyby)
PN-EN 1SO <1 x 10° ) :
. s L. < < <
Liczba ples$ni i drozdzy 16212:2017-08 jtkig 10 jtk/g 10 jtk/g
Obecnos¢ Pseudomonas PN-EN Nieobecne Nieobecne Nieobecne
aeruginosa 22717:2016-01 wlg wlg wlg
Obecnos¢ Staphylococcus PN-EN ISO Nieobecne Nieobecne Nieobecne
aureus 22718:2016-01 wlg wlg wlg
Obecnoéé Escherichia coli PN-EN ISO Nieobecne Nieobecne Nieobecne
21150:2016-01 wlg wlg wlg
L, . . PN-EN ISO Nieobecne Nieobecne Nieobecne
Obecnos¢ Candida albicans 18416:2016-01 wig wig wig

*Kryterium zalezne od przeznaczenia produktu kosmetycznego, wynika z PN-EN 17516:2014-11
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Wynik czystosci mikrobiologicznej dla obu badanych produktow (emulsji
rozgrzewajacej i zelu chtodzacego), przedstawiony w tabeli 34, nie wykazal odchylen od
dopuszczalnej liczby mezofilnych mikroorganizmoéow tlenowych, drozdzy czy plesni, jak
réwniez nie zaobserwowano obecnosci zadnego z testowanych szczepow patogennych, co
ewidentnie wskazuje na czystos$¢ uzytych surowcow, prawidlowos¢ procesu produkeyjnego
oraz zachowywania wszystkich procedur sanitarnych w zaktadzie produkcyjnym.

W kwestii zapobiegania zakazeniom wtornym przeprowadzono test zdolnosci
uzytego uktadu konserwujacego do hamowania rozwoju mikroorganizméw celowo
wprowadzonych do produktu w $cisle okreslonej ilosci, podczas ktérego monitorowano
stopien redukcji szczepow Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404, bedacych przedstawicielami najczgsciej rozwijajacych sie
mikroorganizmow w kosmetykach. W obu formulacjach wykorzystano uktad konserwujacy
sktadajacy si¢ z kwasu dehydrooctowego (DHA) i1 alkoholu benzylowego z uwagi na ich
niskg toksyczno$¢ oraz fakt dopuszczenia do uzytku w kosmetykach certyfikowanych przez
ECOCERT 1 COSMOS. Powyzsza mieszanina sktadnikéw konserwujacych zapewnia
doskonale dziatanie w szerokim zakresie pH od 2 do 7, cechuje si¢ dobrg dostepnoscia
1 niskim dozowaniem (zalecone dozowanie 0,6 % wag. - 1,1 % wag.) jest przystepny
cenowo, bezpieczny w przypadku produktow niesplukiwalnych oraz flatwy do
wprowadzenia do formulacji, dodatkowo w przypadku obu formulacji nie wplynat znaczaco
na pH, lepkos¢ czy stabilno$¢ produktow. Jego skutecznos$¢ przedstawiono w tabeli 35.

Tab. 35. Wyniki testu konserwacji emulsji rozgrzewajacej i zelu chlodzacego

Zel

T7 T14 T28

R7  Kryterium  Wynik R14  Kryterium Wynik R28  Kryterium  Wynik

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

>3 oraz
4,12 >3 zgodny 4,12 >3 orazNI zgodny 4,12 NI zgodny
Staphylococcus aureus ATCC 6538
>3 oraz
4,14 >3 zgodny 4,14 >3 orazNI zgodny 4,14 NI zgodny
Escherichia coli ATCC 8739
>3
4,12 >3 zgodny 4,12 >3 orazNI zgodny 4,12 - I\;)Iraz zgodny
Candida albicans ATCC 10231
>1 oraz
3,03 >1 zgodny 3,03 >lorazNl zgodny 3,03 NI zgodny
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
- - - 3,00 >0 zgodny 3,00 >1 zgodny
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Emulsja

T7 T14 T28

R7  Kryterium Wynik R14  Kryterium  Wynik R28 Kryterium  Wynik

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

>3 oraz
4,11 >3 zgodny 4,11 >3 orazNI  zgodny 4,11 NI zgodny
Staphylococcus aureus ATCC 6538
>3 oraz
4,10 >3 zgodny 4,10 >3 orazNI zgodny 4,10 NI zgodny
Escherichia coli ATCC 8739
>3 oraz
4,10 >3 zgodny 4,10 >3 orazNI zgodny 4,10 NI zgodny
Candida albicans ATCC 10231
>1 oraz
3,05 >1 zgodny 3,05 >lorazNI zgodny 3,05 NI zgodny
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
- - - 3,03 >0 zgodny 3,03 >1 zgodny

MIANO KONCOWE W PROBCE 1,0-10°- 1,0-10° jtk/g dla bakterii

EMULSJA ROZGRZEWAJACA: | 0.10%- 1,0-10° jtk/g dla C. albicans i A. brasiliensis

MIANO KONCOWE W PROBCE 1,0 10° - 1,0- 108 jtk/g dla bakterii

ZEL CHLODZACY: 1,0-10* - 1,0-10° jtk/g dla C. albicans i A. brasiliensis

NI — brak wzrostu mikroorganizméw w poréwnaniu z probka T7,
T7, T14, T28 — czas odpowiednio 7, 14, 28 dni,
R7, R14, R28 — log redukcji po czasie odpowiednio 7, 14 i 28 dni.

Wyniki badania probek obu formulacji potwierdzajg skuteczne zabezpieczenie obu
produktow przed rozwojem wtdrnych zakazen i spelnienie wymagan normy PN-EN ISO
11930:2019 bez dodatkowego uzasadnienia, klasyfikujac produkt jako kategoria A,
niewymagajaca dodatkowego uzasadnienia czy zastosowania srodkow ostroznosci.

5.7.2. Testy stabilnosci i kompatybilnosci

Badania stabilnos$ci 1 kompatybilno$ci kosmetyku z opakowaniem, podczas ktorych
monitorowane sg wybrane parametry fizykochemiczne i sensoryczne, pozwalaja wykry¢
réznego rodzaju wady czy niestabilno$¢ na poczatkowym etapie opracowania formulacji
nowego produktu. Wczesne rozpoznanie niepozadanych wlasciwosci badanego preparatu
pomaga zapobiec nietrafionym wdrozeniom 1 zredukowa¢ koszty, strat¢ czasu oraz ryzyko
niepowodzenia. Dla kazdej formulacji konieczne bylo opracowanie metody badania
stabilnosci 1 doboru warunkéw przechowywania i specyficznych parametrow
fizykochemicznych dla danego typu formulacji oraz ustalenie zakresu dopuszczalnych
zmian, jakie moga zosta¢ zaakceptowane 1 nie stanowig zagrozenia dla zachowania
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oryginalnych warto$ci gotowego wyrobu. W celu sprawdzenia stabilnosci oraz
kompatybilnos$ci produktow z opakowaniem przeprowadzono badania stabilnosci, podczas
ktorych produkty przechowywane byly przez 84 dni w kontrolowanych warunkach
temperatury:

e temperatury pokojowej (warunki referencyjne),
e 5 °C (warunki skrajne),
e 40 °C (warunki przyspieszonego starzenia),

podczas ktorych monitorowano parametry sensoryczne i fizykochemiczne tj. pH, gestose,
lepkos$¢, stabilnos¢ wiréwkowa oraz zmiany masy. W zadnym z punktow czasowych,
w testowanych warunkach, nie stwierdzono znaczacych odchylen od kryterium akceptacji
zawartych w specyfikacjach produktow (zel chtodzacy 1 emulsja rozgrzewajaca). Wyniki dla
analizowanych parametréw przedstawiono w tabelach 36 - 38.

Tab. 36. Ocena parametréw fizykochemicznych zelu chlodzgcego

Zel chlodzacy

Punkt
CZasowy Warunki pH  Gestosé [g/em’]  Lepko$¢ [mPa*s] vf::éllilll(lgjvéa
DO tp 5,12 0,9907 28 000 Stabilny
D7 5°C+2°C 5,15 0,9913 27 800 Stabilny
D7 40°C+2°C 5,06 0,9909 28 400 Stabilny
D7 tp 5,11 0,9911 28 000 Stabilny
D14 5°C+2°C 5,14 0,9907 27 800 Stabilny
D14 40°C=x2°C 5,09 0,9910 28 600 Stabilny
D14 tp 5,11 0,9912 28 200 Stabilny
D21 5°C+2°C 5,13 0,9906 28 000 Stabilny
D21 40°C+2°C 5,14 0,9910 28 200 Stabilny
D21 tp 5,09 0,9908 27 800 Stabilny
D28 5°C+2°C 5,14 0,9913 28 200 Stabilny
D28 40°Cx2°C 5,13 0,9912 28 200 Stabilny
D28 tp 5,07 0,9908 28 000 Stabilny
D56 5°C+2°C 5,11 0,9911 28 000 Stabilny
D56 40°C+t2°C 5,14 0,9909 27 600 Stabilny
D56 tp 5,09 0,9912 28 200 Stabilny
D84 5°C+2°C 5,10 0,9913 28 200 Stabilny
D84 40°C+£2°C 5,07 0,9908 27 800 Stabilny
D84 tp 5,12 0,9911 28 000 Stabilny

tp - temperatura pokojowa
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Tab. 37. Ocena parametrow fizykochemicznych emulsji rozgrzewajacej

Emulsja rozgrzewajaca

Punkt
CZasowWy Warunki pH Gesto$é [g/lem’]  Lepko$é [mPa*s) v?it:()l:i'lll:))jvéa
DO tp 5,88 0,8140 48 000 Stabilny
D7 5°C+2°C 5,90 0,8143 48 200 Stabilny
D7 40°C+2°C 5,87 0,8139 48 000 Stabilny
D7 tp 5,87 0,8140 48 000 Stabilny
D14 5°C+2°C 5,88 0,8142 48 200 Stabilny
D14 40°C+2°C 5,91 0,8138 47 600 Stabilny
D14 tp 5,87 0,8141 47 800 Stabilny
D21 5°C+2°C 5,90 0,8145 48 400 Stabilny
D21 40°C+2°C 5,88 0,8137 48 000 Stabilny
D21 tp 5,88 0,8140 48 200 Stabilny
D28 5°C+2°C 5,79 0,8143 48 000 Stabilny
D28 40°C+x2°C 5,91 0,8137 47 600 Stabilny
D28 tp 5,88 0,8143 48 400 Stabilny
D56 5°C+2°C 5,76 0,8137 48 200 Stabilny
D56 40°C+x2°C 7,89 0,8135 47 800 Stabilny
D56 tp 5,89 0,8146 47 800 Stabilny
D84 5°C+2°C 5,80 0,8144 48 600 Stabilny
D84 40°C+2°C 591 0,8137 48 200 Stabilny
D84 tp 5,89 0,8143 47 800 Stabilny

tp - temperatura pokojowa

Tab. 38. Ocena ubytku masy w trakcie sezonowania badanych produktéw

Punkt czasowy

Produkt Warunki sezonowania DO D7 D14 D21 D28 D56 D84
[Yo]

Zel chtodzacy tp 0,00 -0,06 -0,14 -0,10 -0,15 -0,13
(kontuzje 5°C+2°C 0,00 -0,04 0,02 -0,08 -0,05 -0,05 -0,10
stawowe) 40°C+2°C -0,29 -0,26 -0,35 -0,25 -0,36 -042
Emulsja tp 0,00 -0,01 -0,03 -0,04 -0,07 -0,12

rozgrzewajaca 5°C+2°C 0,00 0,00 -0,01 -0,02 -0,03 -0,03 -0,07

(zwyrodnienia) 40°C +£2 °C -0,02 -0,05 -0,07 -0,21 -0,22 -0,34

tp - temperatura pokojowa
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Zmiany masy produktu w czasie jego sezonowania w roznych warunkach
temperaturowych, pozwalaja oceni¢ kompatybilno$¢ z masg kosmetyczng pod katem
szczelno$ci 1 ochrony produktu przed dzialaniem czynnikéw atmosferycznych, takich jak
wilgotno$¢ powietrza. Wysokie temperatury przechowywania czy magazynowania produktu
przy nieszczelnym opakowaniu lub przy opakowaniu niedopasowanym do wiasciwosci
masy moga powodowaé ubytek wody i lotnych sktadnikéw w skutek ich odparowywania
z masy. Wysoka wilgotno$¢ powietrza, z kolei, moze przyczyni¢ si¢ do chtonigcia wody
przez substancje higroskopijne, a tym samym do puchni¢cia masy produktu powodujac
zwigkszenie jego masy/objetosci, a nawet rozsadzenie opakowanie. Zgodnie z prawem
Arrheniusa podwyzszenie temperatury zwigksza szybko$¢ zachodzenia reakcji, co
w przypadku badan przyspieszonych, gdzie stosuje si¢ podwyzszong temperaturg nawet do
40 °C, moze $wiadczy¢ o zachodzeniu niepozadanych reakcji, jak rowniez o rozwoju
mikroorganizmow, ktore w wyzszych temperaturach moga si¢ sprawnie namnazac
1 produkowa¢ wtasne metabolity np. w skutek fermentacji masy produktu, zwiekszajac tym
samym mas¢ gotowego wyrobu. Ubytek masy zwykle jest bardziej bezpieczny niz przyrost
1 najgorszym przypadkiem moze by¢ utrata aktywnych sktadnikow wraz z odparowang
masg, co nie wptywa na bezpieczenstwo stosowania produktu. Przyrost masy moze by¢
powodowany, jak wyzej wspomniano, poprzez pochlanianie wilgoci z powietrza
zapewniajac lepsze warunki do rozwoju mikroorganizméw, jak rdwniez moze swiadczy¢
0 obecnos$ci metabolitow powstajacych podczas ich namnazania, moze by¢ takze powodem
reagowania ze sobg komponentéw formulacji. Wszystkie powyzsze mozliwosci obnizajg
bezpieczenstwo stosowania produktu. Nieznaczne zmiany masy sg naturalnym etapem
starzenia produktu 1 przyjmuje si¢, ze zmiany masy do 5 % wag. masy poczatkowej sa
akceptowalne dla produktéw kosmetycznych, co jest regulowane przez ustaw¢ o towarach
paczkowanych. Na rysunku 31 zobrazowano wplyw czasu i temperatury na mas¢ obu
badanych produktow.

Rys. 31. Zmiana masy w czasie sezonowania obu produktow emulsji rozgrzewajacej
i Zelu chlodzacego
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Wyniki wskazuja, ze najwickszy ubytek masy produktow nastgpit w podwyzszonej
temperaturze, zarébwno w przypadku emulsji, jak i zelu. Najmniejszy ubytek w obu
produktach zaobserwowano w najnizszej temperaturze ich przechowywania (-5°C), co
wskazuje na wplyw temperatury na zmiany masy produktu, wskazujac na to, ze im wyzsza
jest temperatura przechowywania tym wiekszych zmian mozna si¢ spodziewa¢. Kolejnym,
kluczowym parametrem monitorowanym podczas analizy stabilno$ci produktow w czasie
jest pH. pH zalezne jest od wszystkich sktadnikéw mieszaniny, a wigc jego zmiany $wiadcza
o zmianie sktadu poszczegdlnych sktadnikéw lub ich proporcji. pH odgrywa kluczowa role
dla produktu, bowiem determinuje charakter masy zapewniajgc odpowiednie warunki dla
dziatania konserwantow, sktadnikow aktywnych a takze zapewniajacych bezpieczenstwo
dla skory. Dobrze dobrane pH produktu nie zmienia wilasciwosci ochronnych warstwy
rogowej skory, gdzie kwasowe pH skory pelni funkcje regulujacg prawidtowe utrzymanie
homeostazy dwuwarstwy lipidowej naskorka oraz zapewnia przepuszczalnos¢ dla
sktadnikow aktywnych [463]. Prawidtowe funkcjonowanie naskorka zwigzane jest miedzy
innymi z pH - zaleznymi procesami majacymi miejsce w warstwie rogowej, takimi jak
pH - zalezna aktywno$¢ enzymow B-glukocerebrozydazy 1 kwasnej sfingomielinazy, ktore
katalizujg procesy tworzenia ceramidoéw, stanowigcych ok. 50 % skladnikow lipidowych
naskorka [463], [464], czy proteolityczng degradacje korneodesmosomoéw, regulujaca
proces ztuszczania naskorka [465]. Inny aspekt ochronny pH skéry obejmuje utrzymanie
naturalnej mikroflory skory, ktorej destabilizacja daje mozliwos$¢ rozwoju drobnoustrojow
chorobotworczych. Drobnoustroje komensalne skéry majg istotny wptyw na wtasciwosci
uktadu immunologicznego cztowieka. Poprzez wytwarzanie sygnatow zwigkszaja ekspresje
peptydow antydrobnoustrojowych, bakteriocyn czy cytokin, przyczyniajac si¢ do
utrzymania bariery naskérkowej [466]. Alkaliczny odczyn kosmetyku, szczegoélnie przy
dlugotrwatym stosowaniu, moze wywiera¢ niekorzystny wplyw na warstwe rogowa
naskorka, zaburza¢ barier¢ hydrolipidowa, z kolei zbyt niskie pH produktu moze
powodowa¢ podraznienia i stany zapalne skory [467]. Do zmian pH moze dochodzi¢
wieloma r6znymi szlakami, w tym np. poprzez produkcje kwasu mlekowego w czasie,
w skutek fermentacji prowadzonej przez bakterie kwasu mlekowego, czy tez przez
powstawanie amoniaku, bedace efektem rozkladu protein przez laseczki beztlenowe
z rodzaju Pseudomonas, jednak we wszystkich przypadkach zmiany pH wychodzace poza
kryterium akceptacji stanowig niebezpieczenstwo dla konsumentéw [331]. Pomiary pH
dokonane po sezonowaniu obu produktow w okre§lonych warunkach, przedstawione
w postaci rysunku 32, nie wskazaly na znaczace odchylenia od wartosci poczatkowe;j
1 mieScity si¢ w zalozonym kryterium akceptacji.
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Rys. 32. Zmiany wartosci pH w czasie sezonowania badanych produktow
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Podobnie, jak w przypadku pH, zmiany lepkosci 1 gestosci wykraczajace poza
kryterium akceptacji produktu kosmetycznego swiadczg o jego niestabilnosci. W przypadku
emulsji naukowcy wskazuja, ze spadek lepkosci w czasie zwykle jest zwigzany z nasilaniem
zjawiska koalescencji, dlatego zalecana jest ocena wielkosci kropli, ktora rzetelnie pozwala
oceni¢ wptyw czasu na procesy starzeniowe emulsji [468]. Grupa badawcza de Castro i wsp.
[469] zauwazyla, ze szybki spadek lepkosci produktow emulsyjnych skorelowany jest
z wystepowaniem flokulacji, a szybki jej wzrost wskazuje na delikatng koalescencje, przy
czym odnotowano zwigkszenie nasilenia procesOw destabilizacyjnych wraz uptywem czasu
przechowywania. Powyzsza grupa, pomimo drobnych zmian w lepkosci, na przestrzeni
6 miesigcy, nie wykazata destabilizacji uktadu emulsyjnego. Lepkos¢ uktadu zalezy w duzej
mierze od wlasciwosci reologicznych wykorzystanych sktadnikéw, a jej modyfikacje mozna
tatwo uzyskiwa¢ poprzez dodatek modyfikatorow reologii czy skladnikow
konsystencjotworczych. Zmiany lepkosci majg istotny wplyw na stabilno$¢ produktu.
Dostepne badania potwierdzaja, ze wzrost lepkosci fazy zewngtrznej w przypadku emulsji
O/W, np. poprzez dodatek sieciujacych polimerow, powoduje zmniejszenie ruchliwo$ci
kropli oleju, zapobiegajac ich zlewaniu, a tym samym pozwala na uzyskanie bardziej
stabilnych emulsji [469]. W badanych probkach zaobserwowano nieznaczne wahania
lepkosci produktu zalezne od temperatury przechowywania, wyznaczajac tendencje
spadkowa w przypadku obu produktow przechowywanych w temp. 40 °C oraz delikatny
wzrost lepkosci badanych produktéw po sezonowaniu w 5 °C (rys. 33). Produkty
przechowywane w temperaturze pokojowej nie wykazaly znaczacych zmian lepkosci.
Natomiast ocena mikroskopowa nie wykazataby zaobserwowane zmiany lepkoSci miaty
wptyw na wielko§¢ kropli emulsji. Warto$ci gestosSci we wszystkich warunkach
sezonowania, w obu badanych produktach, byly bardzo stabilne 1 nie wykazywaty istotnych
odchylen (rys. 34) pozostajac blisko wartosci poczatkowych 1 mieszcza si¢ w kryterium
akceptacji.
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Rys. 33. Zmiany gestoSci w czasie sezonowania produktow
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Dodatkowo nie zaobserwowano zadnych zmian sensorycznych produktéw,
wszystkie parametry (zapach, kolor, wyglad, konsystencja) pozostaly stabilne bez odchylen
mozliwych do zaobserwowania przy pomocy ludzkich zmystow. Stabilno$¢ wiréwkowa
zostala potwierdzona w kazdym punkcie czasowym, zaréwno dla emulsji, jak 1 Zelu.
Porownanie wszystkich probek poddanych sezonowaniu z probkami kontrolnymi nie
wskazuje na zachodzenie interakcji pomigdzy masg produktu a opakowaniem ani pomig¢dzy
surowcami, dlatego na podstawie uzyskanych wynikow stwierdza si¢ stabilno$é
analizowanych produktow oraz jego kompatybilno$¢ z testowanym opakowaniem.
Wykonane badania stabilno$ci i kompatybilnosci potwierdzaja, ze produkt w catym terminie
przydatnosci bedzie stabilny i bezpieczny, a opakowanie bgdzie spetniato zaktadane funkcje
1 nie zajdzie migdzy nim a masg produktu Zadna niepozadana interakcja.
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5.7.3. Badanie dermatologiczne (potencjal drazniacy)

Dostgpna literatura naukowa wskazuje, ze czgstos¢ wystgpowania alergii
1 podraznien w kontakcie ze zwigzkami chemicznymi, bedacymi sktadnikami kosmetykow,
ros$nie z kazdym rokiem [470]. Z uwagi na znaczng dywersyfikacj¢ populacji konsumentow
i ich swoiste cechy osobnicze, kazdy organizm moze zareagowaé¢ w inny sposob, jednak
wskazuje si¢, ze mozliwos$¢ wystapienia alergii kontaktowej i podraznien dotyczy az 10 %
spoteczenstwa [460], ktore klasyfikowane sg jako dziatanie niepozadane uzytkowania
produktu kosmetycznego. Mozliwo$¢ wystapienia dziatan niepozadanych stanowi powazne
ryzyko bezpieczenstwa stosowania produktu kosmetycznego, dlatego panel badan
dermatologicznych jest nieodlgcznym elementem oceny bezpieczenstwa produktu z punktu
widzenia analizy potencjalu draznigcego produktu, pozwalajacym na realng ocen¢ ryzyka
jakie niesie za sobg uzytkowanie kosmetyku, a tym samym daje konsumentom rzetelng
informacj¢ na podstawie, ktérej moga podjac¢ swiadomg decyzj¢ podczas zakupu produktu.
Aby badania dermatologiczne dawaty realne odwzorowanie mozliwosci dziatan
niepozadanych konieczne jest dostosowanie doboru ochotnikéw, ich ilosci 1 cech
osobniczych (takich jak np. posiadanie skory wrazliwej), dobranych tak, by jak najlepiej
odzwierciedli¢ cechy grupy docelowej konsumentow, dla ktorej dedykowany jest produkt.
[lo$¢ ochotnikéw powinna by¢ na tyle duza, aby byla mozliwo$¢ uwzglednienia wyzej
wymienionych 10 % osob, u ktorych moze wystapi¢ podraznienie czy alergia kontaktowa
po =zastosowaniu kosmetyku, jednak im wigksza grupa badana tym wicksze
prawdopodobienstwo wychwycenia ci¢zkich dziatan niepozadanych i1 tym wigksze jest
bezpieczenstwo stosowania wdrozonego produktu. Dobdr ochotnikow powinien rowniez
uwzglednia¢ docelowa grupe potencjalnych konsumentéow, wzgledem deklaracji np.
produkty dla cery wrazliwej, hipoalergiczne czy produkty dla dzieci ponizej 3-go roku zycia,
musza by¢ przebadane na ochotnikach ze skorg wrazliwg. Deklaracje potwierdzajace
korzystne wtasciwosci produktu wzgledem skory suchej, thustej, tradzikowej, mieszanej, itd.
roOwniez powinny by¢ potwierdzane na ochotnikach wykazujacych witasnie te cechy.
W dzisiejszych czasach produkty kosmetyczne s3 zazwyczaj wielosktadnikowymi
mieszaninami, w ktorych ciezko jest oznaczy¢, ktory ze sktadnikéw jest czynnikiem
alergogennym [471]. Na liScie najczestszych czynnikow alergennych znajdujg si¢
szczegOlnie $rodki konserwujace oraz kompozycje zapachowe, jednak zagrozenie moga
stanowi¢ takze ekstrakty roslinne, ktore podobnie jak kompozycje zapachowe cechuja sie
zwykle bardzo bogatym skladem, ktére czesto nie sa nawet do konca poznane i moga si¢
r6zni¢ w zalezno$ci od miejsca wystepowania rosliny czy pory zbioru surowca. Dodatkowy
problem w identyfikacji czynnika alergennego moga stanowic alergie krzyzowe, ktore moga
by¢ inicjowane poprzez pewne kombinacje sktadnikow w produkecie, jak réwniez pomiedzy
produktami o r6znych funkcjach, ale uzywanych po sobie. Opracowane, w trakcie realizacji
niniejszej pracy, formulacje zawieraja zarbwno kombinacje konserwantdéw, jak i olejki
eteryczne bedace skladnikami kompozycji zapachowych, jak réwniez znaczaca ilo$é
ekstraktow roslinnych, dlatego badania dermatologiczne stanowily kluczowy etap oceny
bezpieczenstwa stosowania i ryzyka wystgpienia dzialan niepozadanych [472]. Dziatania
niepozadane wedlug obowigzujacego rozporzadzenia o kosmetykach okreslane sa jako
jakikolwiek niekorzystny wptyw na ludzkie zdrowie, powstaly w skutek prawidlowego
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stosowania produktu, przy czym do najczestszych =zaliczane s3: silny $wiad,
zaczerwienienie, wysypka, zmiany obrzgkowo-wysickowe, tradzik kosmetyczny,
pokrzywka, reakcje fotouczulajagce, czy zmiany barwnikowe skory [471]. Badanie
dermatologiczne w obu przypadkach przeprowadzono na mieszanej grupie osob o skorze
wrazliwej sktadajacej si¢ z zardwno mezczyzn, jak i kobiet w wieku 19 - 65 w przypadku
zelu chtodzacego oraz 21 - 65 w przypadku emulsji rozgrzewajacej (Tab. 39).

Tab. 39. Wyniki badania dermatologicznego

Zel chlodzacy (kontuzje stawowe) Emulsja rozgrzewajaca (zwyrodnienia)
Ple¢ Odczyt badania Plec¢ Odczyt badania po
Numer K- po 48 [h] K- 48 [h]
ochotnika | kobieta Wiek kobieta Wiek
M- Rumien Obrzek M- Rumien Obrzek
MEZCZyzZna mMeZCZyzna

001 K 19 0 0 K 21 0 0
002 K 22 0 0 M 43 0 0
003 K 42 0 0 K 23 0 0
004 K 44 0 0 K 51 0 0
005 K 31 0 0 M 44 0 0
006 K 50 0 0 K 47 0 0
007 K 54 0 0 K 39 0 0
008 M 23 0 0 K 28 0 0
009 K 59 0 0 M 23 0 0
010 K 19 0 0 M 36 0 0
011 M 48 0 0 K 39 0 0
012 K 28 0 0 K 41 0 0
013 K 21 0 0 K 37 0 0
014 K 65 0 0 M 60 0 0
015 K 29 0 0 K 65 0 0
016 M 60 0 0 K 61 0 0
017 K 28 0 0 K 43 0 0
018 K 32 0 0 K 25 0 0
019 M 47 0 0 M 28 0 0
020 M 30 0 0 M 51 0 0

U Zzadnego z ochotnikdéw nie wystapita reakcja alergiczna, nie odnotowano rumienia
ani obrzeku po kontakcie z kosmetykiem, co pomimo bogatego sktadu wskazuje na
bezpieczenstwo stosowania produktu. Analizowana grupa ochotnikéw pomimo duzego ich
zrbéznicowania nie wykazata ani jednego niepozadanego efektu stosowania produktu.
Obliczony wskaznik podraznienia dla badanego produktu wynosit 0, klasyfikujac wyrob
jako niedraznigcy. Na podstawie przeprowadzonych badan dermatologicznych na
ochotnikach ze skora wrazliwa, u ktorych nie stwierdzono wystgpowania alergii na
ktorykolwiek ze sktadnikow obu z badanych produktow, potwierdzono, ze badane produkty
(zel chtodzacy (kontuzje stawowe) oraz emulsja rozgrzewajaca (zwyrodnienia) sg dobrze
tolerowane przez skore i nie wykazuja wlasciwosci draznigcych ani uczulajacych, dlatego
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moga zostac sklasyfikowane jako niedraznigce. Mimo uzyskania takich wynikow nie mozna
calkowicie wykluczy¢ mozliwosci wystapienia dziatan niepozadanych, dlatego w przypadku
kazdego produktu kosmetycznego konieczne jest opracowanie postgpowania w momencie
zgloszenia dziatania niepozadanego, gdzie osoba odpowiedzialna musi obligatoryjnie
dokona¢ natychmiastowego zgloszenia wiasciwemu organowi oraz konieczne jest
przedstawione podjetych dziatan naprawczych.

5.7.4. Badanie aplikacyjne - ankietowe zrealizowane w laboratorium
zewnetrznym

Wraz z wejsciem w zycie w Unii Europejskiej zakazu testowania produktow
kosmetycznych na zwierzgtach, zaczgto poszukiwac alternatywy zarowno dla badan oceny
potencjatu draznigcego, jak i1 badan potwierdzajacych wiasciwosci produktow. Obecne
badania uzytkowe, inaczej aplikacyjne, opieraja si¢ o $wiadome podjecie ryzyka grupy
ochotnikéw, ktorzy wyrazajg cheé testowania wdrazanych produktow w celu ich oceny.
Zadaniem badan aplikacyjnych jest potwierdzenie lub wykluczenie deklarowanych przez
producenta wtasciwosci produktu. Badanie odbywa si¢ pod kontrolg lekarza dermatologa
1 w niektorych przypadkach innego specjalisty np. ginekologa, okulisty czy ortopedy, przy
czym samo stosowanie przez okreslony czas, odbywa si¢ w warunkach domowych, zgodnie
z zaleconym przez producenta sposobem uzytkowania, a nastgpnie ocenie produktu poprzez
wypekienie ankiety czy kwestionariusza, na podstawie, ktorych w ostatecznym etapie
wyciggane sg wnioski 1 tgczna opinia o produkcie. Podobnie, jak w przypadku badan
dermatologicznych, za reprezentatywna grupe ochotnikOw uznaje si¢ grupge minimum
10 0sob, jednak szerszy panel ochotnikoéw pozwala na uzyskanie bardziej obiektywnej opinii
1 doktadniejszych wynikéw [473]. W celu okreslenia potencjalu wdrozeniowego dla obu
badanych produktéw opracowano ankietowe badania aplikacyjne. Badanie zostato
przeprowadzone przez laboratorium zewnetrzne, ktore zebrato grupe 20 ochotnikéw
deklarujacych problemy zwyrodnieniowe (grupa ochotnikow badania aplikacyjnego emulsji
rozgrzewajacej) oraz druga grupeg, 20 ochotnikow, deklarujgcych przebyta w niedawnym
czasie kontuzje (grupa ochotnikdéw badania aplikacyjnego zelu chtodzacego). Oba produkty,
zgodnie z deklaracja producenta przeznaczone sg do poprawy komfortu, dzialania kojacego
w przypadku odczuwania dolegliwos$ci zwigzanych z choroba zwyrodnieniowg stawow czy
kontuzji. Produkty polecane sa takze wspomagajaco przy bolach migéni, stawdéw oraz
w pielegnacji skéry w miejscach stluczen i zasinien. Dzialanie wyzej wymienionych
kosmetykow opiera si¢ na miejscowym przynoszeniu ulgi poprzez dzialanie chtodzace lub
rozgrzewajace, znoszace odczucie bolu, sztywno$ci, a takze poprzez wmasowanie
produktow pobudzenie krazenia, lepsze odZzywienie tkanek, przez co wywieraja wplyw takze
na szybsza regeneracje, zniesienie obrzekdéw i sztywnosci. Ich dzialanie nie wykracza poza
dziatanie produktu kosmetycznego, dlatego podczas prowadzenia badan kierowano si¢
wytycznymi i rozporzadzeniami obejmujacymi te wiasnie grupe produktéw. Zaréwno zel,
jak 1 emulsja byty aplikowane dwa razy dziennie przez okres 12 tygodni. Po tym czasie,
ochotnicy bioragcy udzial w badaniu, opisali i ocenili swoje subiektywne odczucia wobec
uzywanego produktu.
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Lacznie 40 ochotnikdéw nalezacych do obu grup badan ankietowych zadeklarowali
zmaganie z chorobg zwyrodnieniowg stawoéw lub przejscie w niedawnym czasie kontuzji.
W pierwszej kolejnosci ochotnicy obu paneli okreélili stan wyjsciowy skory oraz
dolegliwosci jakie im towarzysza, gdzie jako najbardziej ucigzliwe przy kontuzjach
stawowych wskazana zostata bolesnos¢ oraz ogolny dyskomfort podczas poruszania sie,
dalej opuchlizne i zaczerwienienie skory (Tab. 40), natomiast w przypadku choroby
zwyrodnieniowe] bolesnos$¢, sztywnos$¢ i ograniczenie ruchomos$ci, a nastgpnie obrzek

1 trzeszczenie przedstawione w tabeli 41.

Tab. 40. Ocena stanu wyjsciowego ochotnikéw badania aplikacyjnego Zelu chlodzacego

Ogolna ocena kondycji
skory ochotnikow [%]

s S g
S g 2
w s | = S| S
o | 8 S <= o
N ] =2 [}

s | A ) A >
5 2 5
aa) N aa]
0 | 85 5 10 0

Ogolna ocena kondycji skory ochotnikow

0
10% 85%

5%

= BARDZO StABA = StABA
DOBRA BARDZO DOBRA

= ZADOWALAJACA

Dolegliwo$ci towarzyszace
zgloszone przez
ochotnikow [%]

2]
o]
.2 )
98|18 ] B
N7 .=
o N =) Q=
£ 1= |2 £ g
7] <= = 5 »
12| E| €&
2 2| 9 £ 3
s N
@) Q 2 &
< wn
N >
()
90 | 60 | 45 85

Dolegliwosci jakie zgtosili ochotnicy

Dyskomfort podczas poruszania J 85%

Zaczerwienienic [ 45%
opuchlizna I 509
Bolesnosé _ 90%

0% 50% 100%

Liczba 0séb [%]
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Tab. 41. Ocena stanu skory ochotnikéw w miejscu aplikacji oraz dolegliwosci
towarzyszacych, podczas badania aplikacyjnego emulsji rozgrzewajacej

. ce 1 s Ogolna kondycja skor
Ogolna ocena kondycji skory £ Ve Y
[%] 10%
< < <
Q =
[ I I I - \
s | 55| €%
N = z Q N
=0 I - N B B -
< ] <
M N 2]
0 85 5 10 0 = BARDZO StABA = SEABA = ZADOWALAJACA
DOBRA BARDZO DOBRA
Dolegliwosci towarzyszace Dolegliwosci, jakie zgtosili ochotnicy
zgloszone przez ochotnikéw [%]
Trzeszczenie 10%
o © S o 9 Ograniczona ruchomos¢ 90%
8 B A §2| &
S S O R 2| N
& |2 |5 |E2E&|S Obrzgk [N 30%
2 |§ |° 5| 8
aal n ob B =
o = Sztywnos¢ | NN o5
Bolesnos¢ [
100%
100 | 95 30 90 | 10 0% 20% 40% 60% 80% 100%
Liczba 0s6b [%]

Nastepnie ochotnicy ocenili wlasciwos$ci sensoryczne produktow, takie jak: kolor,
zapach, tatwos¢ aplikacji, wydajno$¢, tatwos¢ rozprowadzania na skorze oraz wlasciwosci
produktu, ktére producent chciatby zadeklarowaé na opakowaniu: uczucie ulgi po
zastosowaniu, poprawa komfortu podczas poruszania si¢, odprezenie w miejscu aplikacji,
redukcja napigcia migsni. Dodatkowo dla Zelu chtodzacego: uczucie chtodzenia i poprawa
komfortu przy opuchliznach, natomiast dla emulsji rozgrzewajacej: dziatanie rozgrzewajace
itagodzace objawy choroby zwyrodnieniowej. Uzyskane wyniki oceny sensorycznej
1 deklaracji marketingowych Zelu chtodzacego przedstawiono w tabelach 42 - 44.
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Tab. 42. Ocena ogolnych parametrow sensorycznych obu opracowanych formulacji

Wiyniki dla zelu Wyniki dla emulsji
Parametr Ocena . .
chlodzacego [%] rozgrzewajacej [%]
Bardzo nieprzyjemna 0 0
Nieprzyjemna 0 0
Barwa Neutralna 25 40
Przyjemna 75 60
Bardzo przyjemna 0 0
Bardzo nieprzyjemny 0 0
Nieprzyjemny 0 0
Zapach Neutralny 0 0
Przyjemny 100 100
Bardzo przyjemny 0 0
Za mato intensywny 0 0
Intensywnos¢ Odpowiedni 10 10
zapachu Neutralny 90 90
Zbyt intensywny 0 0
Bardzo zta 0 0
Zta 0 0
Aplikacja Srednia 5 5
Dobra 55 85
Bardzo dobra 40 15
Bardzo mata 0 0
Mata 0 0
Wydajnosé Srednia 5 10
Duza 55 35
Bardzo duza 40 55
Bardzo zle 0 0
Zte 0 0
Rozprowadzenie | Srednie 0 0
Dobre 60 35
Bardzo dobre 40 65
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Tab. 43. Ocena deklaracji producenta produktu zel chlodzacy

Pytanie ankietowe / wykres

Zdecydowanie nie

Nie

Przecietnie

Tak

Zdecydowanie tak

Czy produkt daje uczucie ulgi?

45%
,

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWANIE TAK

0 %

0 %

0 %

55 %

45 %

Czy po zastosowaniu produktu poprawia si¢
komfort przy poruszaniu?

25%

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWANIE TAK

0 %

0 %

0 %

75 %

25%

Czy produkt daje uczucie chlodzenia?

10% 5%

[

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWANIE TAK

0 %

0 %

5%

85 %

10 %
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Czy produkt niweluje napiecie miesniowe?

15% 5%

80%

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWANIE TAK

0 %

0 %

5%

80 %

15 %

Czy produkt dziala wspomagajaco przy
dyskomforcie spowodowanym sthuczeniami,
siniakami, urazami, ktérych konsekwencja

jest opuchlizna?

45%
55%

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWANIE TAK

0 %

0 %

0 %

45 %

55 %

Czy produkt daje wrazenie ogolnego
odprezenia w miejscu stosowania?

25%
. ‘

S’

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWNIE TAK

0 %

0 %

0 %

25%

75 %
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Tab. 44. Ocena deklaracji producenta produktu emulsja rozgrzewajgca

Czy produkt daje uczucie ulgi?

Zdecydowanie nie
Nie
Przecietnie
Tak
Zdecydowanie tak

25% . 75%

» ZDECYDOWANIE NIE = NIE
* PRZECIETNIE = TAK 0% 0% 0% 75 % 25 %
ZDECYDOWANIE TAK

Czy po zastosowaniu produktu poprawia sie¢

komfort przy poruszaniu? K Y
= =
R g 2
= g =
85% 15% 5 o <. v g
g z 2 & 2
ks g o
g & )
[P [
c <
N N
= ZDECYDOWANIE NIE = NIE 0% 0% 0% 15 % 85 2,
= PRZECIETNIE = TAK
ZDECYDOWANIE TAK
Czy produkt daje uczucie rozgrzewania?
.8 =
10% = 8
20% 2 2 2
= =
< o % ~ <
: |z | g8 | & | B
ks 8 o
A o A
[P O
c <
N N

70%

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE

* PRZECIETNIE * TAK 0% 0% 10% | 70% | 20 %
ZDECYDOWANIE TAK
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Czy produkt niweluje napiecie migsSniowe?

10% 10%

80% '

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE TAK
ZDECYDOWANIE TAK

Zdecydowanie nie

Nie

Przecigtnie

Tak

Zdecydowanie tak

0 %

0 %

10 %

80 %

10 %

Czy produkt dziala wspomagajgco
w dyskomforcie wynikajacym z obecno$ci
choroby zwyrodnieniowej, w tym zaburzen
pracy mie$ni i stawow?

45%
55%

e

= ZDECYDOWANIE NIE = NIE
= PRZECIETNIE TAK
ZDECYDOWANIE TAK

Zdecydowanie nie

Nie

Przecigtnie

Tak

Zdecydowanie tak

0 %

0 %

0 %

45 %

55 %

Czy produkt daje wrazenie ogélnego
odprezenia?

15%
85%

= ZDECYDOWANIE NIE =NIE
= PRZECIETNIE TAK
ZDECYDOWANIE TAK

0 %

0 %

0 %

15 %

85 %

Ochotnicy bardzo wysoko ocenili wlasciwosci sensoryczne obu produktow, nie

wskazali na zadne zastrzezenia dotyczace koloru, zapachu czy aplikacji produktu.
Dodatkowo podczas badania zostaty potwierdzone wszystkie zalozone deklaracje, sugerujac
wysoki potencjal wdrozeniowy produktu. Co istotne, zaden z ochotnikdéw nie zaobserwowat
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wystapienia efektoéw ubocznych stosowania, ktore moglyby $wiadczy¢ o alergennym
dzialaniu produktu, dajac dodatkowe odniesienie dla bezpieczenstwa stosowania
kosmetyku. 12 - tygodniowe badanie polegajace na zewnetrznej aplikacji produktu, majace
na celu poprawe komfortu potwierdzito dziatanie produktow w catym zakresie, co pozwala
na zredukowanie dolegliwo$ci towarzyszacych osobom po przebytych kontuzjach, czy
z chorobg zwyrodnieniow3.

5.7.5. Ocena bezpieczenstwa z analizg toksykologiczng

Zapewnienie bezpieczenstwa produktow kosmetycznych stanowi najwyzszy
priorytet producentéw wyrobdw kosmetycznych 1 pielggnacyjnych, swiadczacy o wysokiej
jakosci produktow. Przeprowadzenie oceny bezpieczenstwa i analizy toksykologicznej,
zarowno sktadnikow, jak 1 catej mieszaniny jest obligatoryjne dla kazdej osoby
odpowiedzialnej za wdrozenie produktu na rynek i jest regulowane rozporzadzeniem
o kosmetykach 1223/2009. Przy przygotowaniu raportu bezpieczenstwa uwzgledniane jest
przeznaczenie produktu kosmetycznego oraz przewidywane narazenie ogélnoustrojowe na
poszczegdlne sktadniki w gotowym produkcie, jak rowniez opracowanie oceny oparte na
dowodach pochodzacych z przegladu danych ze wszystkich istniejagcych zrodet. Pod uwage
musi by¢ brana takze mozliwo$¢ pdzniejszej aktualizacji danych raportu bezpieczenstwa,
z uwzglednieniem dodatkowych istotnych informacji uzyskanych po wprowadzeniu
produktu do obrotu. Ocena bezpieczenstwa kosmetyku bazuje na analizie poszczegdlnych
sktadnikow, bioragc pod uwage ich budowe chemiczng, narazenie oraz profil
toksykologiczny. Z racji tego, ocen¢ bezpieczenstwa mogg przeprowadza¢ jedynie
wykwalifikowane w tym zakresie osoby tzw. safety assessorzy zaznajomieni z aktualnie
obowigzujacymi przepisami prawnymi i wymogami oceny ryzyka narazenia na chemiczne
substancje. Wszystkie dopuszczone sktadniki do zastosowania w kosmetykach nie wykazuja
wiasciwosci toksycznych, jednakze zagrozenie moga stanowi¢ ich zanieczyszczenia, ich
rodzaj np. metale ci¢zkie 1 skumulowane ilosci zanieczyszczen pochodzacych z wielu
surowcow wykorzystanych w recepturze, a takze powstajace w skutek wewnetrznych reakcji
pomiedzy skladnikami receptury. Przyktadem niepozadanej reakcji moze by¢ wydzielanie
amoniaku, powstajacego podczas reakcji hydrolizy mocznika pod wptywem kwasow, czy
nitrozowanie amin pod wplywem prekursordw nitrozowania popularnie wystepujacych
w kosmetykach, takich jak: dietanoloamina (DEA), trdjetanoloamina (TEA) czy kapsaicyna.
Dodatkowo, konieczne jest tez okreslenie warunkow uzytkowania czy wszelkich ostrzezen
dla analizowanych produktéw w celu wykluczenia dzialan niepozadanych zwigzanych
z nieprawidlowym uzytkowaniem, bowiem wiele z obserwowanych dziatan niepozadanych
zwigzanych jest z niewlasciwym stosowaniem kosmetykow, gdzie np. peelingi chemiczne
stop w przypadku natozenia w okolicy paznokci pomalowanych lakierem hybrydowym
moga powodowa¢ rozpuszczanie plytki paznokcia i1 urazy macierzy. Wszelkie bledy
w analizie toksykologicznej sktadnikéw produktu moga prowadzi¢ do uszczerbku na
zdrowiu konsumentow, dlatego tak wazne jest przeprowadzenie rzetelnej analizy
toksykologiczne;j.
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5.7.5.1. Narazenie na dzialanie produktu kosmetycznego

Podczas oceny bezpieczenstwa w pierwszej kolejnosci konieczne bylo okreslenie
czasu i stopnia kontaktu masy kosmetyku z cialem czlowieka. Podstawowe wartosci
umozliwiajace wyznaczenie narazenia konsumentow stosujacych produkt na dziatanie
produktu kosmetycznego obejmujg ustalenie drogi ekspozycji, czestos¢ uzywania produktu,
powierzchni¢ oraz czas kontaktu z produktem. Okreslenie drog narazenia obejmuje realne
wskazanie mozliwosci ekspozycji na dziatanie produktu, co zwykle zwigzane jest z jego
funkcja lub aplikacjg. Produkty w aerozolach 1 mgietkach aplikowanych poprzez ich
rozpylanie s3 wdychane przez konsumentdéw, narazajac drogi oddechowe na ekspozycje na
sktadniki kosmetyku, produkty do higieny jamy ustnej s3 wchtaniane przez btony sluzowe
I mogg zostac potknigte, natomiast kosmetyki do pielegnacji skory wokot oczu mogg narazac
wzrok. Wskazanie wszystkich, realnie mozliwych drég narazenia, pozwala ukierunkowac
analiz¢ pod katem zagrozen, jakie moze stanowi¢ badany produkt. W tym punkcie wskazuje
si¢ grupe docelowa, bowiem produkty dla dzieci 1 dorostych maja inne kryteria akceptacji.
Okresla si¢ takze przeznaczenie, przewidywane dzienne zuzycie oraz miejsce 1 czas kontaktu
produktu ze skora, ktory dla produktow sptukiwalnych wynosi < 1 minuty natomiast dla
produktow niesptukiwalnych okreslany jest > 1 minuty. W tabeli 45 przedstawiono
podstawowe dane wykorzystane do obliczen.

Tab. 45. Ocena narazenia na dzialanie produktu kosmetycznego

Przeznaczenie

Pielegnacja skory catego ciala

Populacja docelowa

Osoby doroste, dzieci powyzej 3 roku zycia

Ilo$¢ dziennych aplikacji

2,28/dzien

Przewidywane dzienne zuzycie
[g produktu/dzien]

7,82

Calkowite dzienne zuzycie
[mg/kg masy ciala/dzien]*

123,20

Miejsce kontaktu z cialem czlowieka

Skora catego ciata

Powierzchnia kontaktu SSA [cm’] 15670

Rodzaj produktu Niesptukiwany
Wspélczynnik retencji Fretencii 1,00

Poznom2 narazenia skéry  Egermaina 0,499
[mg/cm’]

Dzienna  ekspozycja na  produkt

A=E ;rodukt 123,20

[mg/kg masy ciala/dzien]

Zamierzona droga narazenia

Powierzchnia skory — przy zastosowaniu zgodnie
Z przeznaczeniem

Wtérna droga narazenia

Oczy — niezamierzone podraznienie
Pokarmowa — niezamierzone spozycie

*przy zalozeniu masy ciata przecigtnego cztowieka 60 kg

Jak wcze$niej wspomniano, ocena bezpieczefstwa obejmuje analiz¢ parametrow:
NOAEL, SED i MoS. NOAEL oznaczajacy poziom bez obserwowanego dziatania
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szkodliwego, czyli najwyzsze st¢zenie, przy ktérym nie wykazano szkodliwego efektu
stosowania substancji, najcze$ciej wyznaczany jest w badaniach na zwierzetach, a jego
warto$ci do obliczen przyjmuje si¢ obecnie na podstawie danych pochodzacych z baz
chemicznych lub literatury naukowej. W przypadku znalezienia kilku réznych wartosci
NOAEL dla danej substancji do obliczen wybierana jest warto$¢ stanowigca najwigksze
zagrozenie, w tym przypadku najnizsza warto$¢ NOAEL, przy jakiej zaobserwowano
jakikolwiek szkodliwy efekt. W przypadku braku danych dla parametru NOAEL brane sa
pod uwage wartosci NOEL (ang. No Observable Effect Level, najwyzsza dawka leku, ktora
nie ma zauwazalnego dziatania) lub LOAEL (ang. Lowest Observable Adverse Effects
Level, najnizsza dawka, w przypadku ktorej obserwuje si¢ dziatania niepozadane). Wartos¢
SED (ang. Systemic Exposure Dose), czyli dawke substancji, na ktorg sg narazeni
konsumenci systematycznie korzystajacy z produktu (zawierajacego dang substancje)
zostala wyliczona na podstawie powyzszych danych, a nastepnie w oparciu o wartosci
NOAEL i1 SED obliczono margines bezpieczenstwa stosowania danej substancji (MoS ang.
the Margin of Safety). W tabeli 46 przedstawiono wyniki obliczen wszystkich parametréw
dla kazdej z substancji emulsji rozgrzewajacej z osobna.
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Tab. 46. Dane toksykologiczne emulsji rozgrzewajgcej

SED [mg/kg NOAEL
Nazwa wg INCI masy [mg/kg masy POD  MoS C[%] C max|[%] NOAEL dane zrédlowe
ciala/dzien] ciala/dzien]

Woda stuzy jako rozpuszczalnik. W przypadku
stosowania miejscowego jego toksyczno$¢ nie ma

Aqua 21,870 - - - 35,503 - znaczenia z toksykologicznego punktu widzenia.
Jako$¢ wody okreslaja wytyczne WHO dotyczace
jakosci wody pitne;j.

Propanediol 4,553 1000 1000 220 30,800 - [475]

Glucosamine sulfate 2,464 430 430 175 10,000 - [476]

Epimedium Koreanum extract 2,372 1000 1000 422 3,850 - [477]

Ceteareth - 25 1,848 500 500 271 3,000 - [478]

Glycetyl stearate 1,848 1000 1000 541 3,000 - [479]

Vitis vinifera seed oil 1,602 1000 1000 624 2,600 - [480]

Cetyl alcohol 1,540 750 750 487 2,500 - [481]

Peg-40 hydrogenated castor oil 0,924 1000 1000 1082 1,500 - [482]

Butyrospermum parkii butter 0,616 5200 5200 8442 1,000 - [483]

Dimethyl sulfone 0,616 1500 1500 2435 1,000 - [484]

Menthol 0,616 200 200 325 1,000 - [485]

Propylene glycol 0,616 1700 1700 2760 1,000 - [486]

Glycerin 0,554 8000 8000 14430 0,900 - [487]

Benzyl alcohol 0,548 286 286 522 0,890 1,00 [488]

Rosmarinus officinalis leaf oil 0,308 300 300 974 0,500 - [489]

Eucalyptus globulus leaf oil 0,123 300 300 2435 0,200 - [490]

Eugenia caryophyllus bud oil 0,123 600 600 4870 0,200 - [491]

Eugenol 0,108 600 600 5531 0,176 [492]

Xanthan gum 0,062 100 100 1623 0,100 - [493]

Dehydroacetic acid 0,055 100 33 595 0,090 0,60 (kwas) [494]

Limonene 0,052 825 196 3738 0,085 - [495]

Artemisia absinthium extract 0,049 1270 1270 25771 0,080 - [496]

Arnica montana flower extract 0,009 - - - 0,015 - [497]

Linalool 0,002 498 498 211081 0,004 - [498]

Sodium benzoate 0,002 500 500 216450 0,004 2,50 (kwas) [499]

Potassium sorbate 0,002 1000 1000 541126 0,003 0,60 (kwas) [500]
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Margines bezpieczenstwa skladnikow kosmetycznych wskazuje ilosciowo ryzyko
stosowania i pozwala na zaklasyfikowanie do substancji bezpiecznych lub tych obarczonych
ryzykiem stosowania w konkretnym produkcie. Aby uzna¢ substancje za bezpieczng do
stosowania jej margines bezpieczenstwa powinien przekracza¢ wartos¢ 100 jak wskazuje
SCCP [501]. Wszystkie sktadniki, dla ktorych wyliczono margines bezpieczenstwa spetniaja
powyzsza zaleznos¢, dlatego moga zosta¢ uznane jako bezpieczne. W przypadku ekstraktu
z arniki gorskiej, dla ktorej nie jest dostgpna warto§¢ NOAEL, bezpieczenstwo zostato
oszacowane na podstawie danych i raportow dostepnych w bazie Cosmetic Ingredients
Review (CIR). Powyzsze obliczenia wskazuja jedynie bezpieczenstwo odrebnych
sktadnikow, natomiast w celu oceny produktu konieczna jest dalsza analiza uwzgledniajaca
produkt jako mieszanine wielu sktadnikéw, ktore potencjalnie moga ze sobg reagowac.

5.7.5.2.  Profil toksykologiczny substancji

Dla kazdego sktadnika wchodzacego w sktad formulacji odrebnie opracowano profil
toksykologiczny, w ktorym opisano dziatanie draznigce, uczulajace, genotoksycznosc,
kancerogennos$¢, fototoksycznos$¢, toksycznos¢ rozrodcezg 1 rozwojowa, ktére podsumowano
w ocenie bezpieczenstwa kazdego ze sktadnikow. W tabeli 48 przedstawiono oceng
toksykologiczng sktadnikow wchodzacych w sktad emulsji rozgrzewajacej. Ocena
bezpieczenstwa surowcow pochodzenia botanicznego, takich jak ekstrakty czy olejki
eteryczne jest znacznie trudniejsza w poréwnaniu do pojedynczych sktadnikow, gdyz
stanowig one mieszaniny czg¢sto nawet setek komponentéw, posrod ktérych poszczegdlne
sktadniki mogg stanowi¢ zagrozenie poprzez genotoksyczne czy kancerogenne wtasciwosci.
Analityczna identyfikacja i charakterystyka catkowitych sktadéw konkretnych ekstraktow
jest bardzo trudna a czasem nawet niemozliwa, dlatego przyjmuje si¢, ze do oceny
bezpieczenstwa wymagana jest ocena minimum 50 % wag. sktadnikdw, co jest regulowane
rozporzagdzeniem (WE) nr 627/2006 [501]. W przypadku, kiedy brakuje danych
toksykologicznych dla analizowanej substancji, ocen¢ toksykologiczng przeprowadza si¢ na
podstawie danych dost¢pnych dla substancji pochodnych ocenianej substancji, dlatego
W raporcie pojawiajg si¢ zaréwno sktadniki wykorzystane w recepturach jak ich pochodne.
Dane toksykologiczne dla drugiego produktu (zelu chtodzacego) przedstawiono
w zataczniku 3. Wykaz testow analizowanych podczas oceny toksykologicznej otrzymanych
produktéw przedstawiono w tabeli 47.

Tab. 47. Wykaz testow analizowanych podczas oceny toksykologicznej

Numer testu/skrot Nazwa testu Objasnienie
OECD 401 Acute Oral Toxicity o> 0strel toksycznosci
doustnej
OECD 402 Acute Dermal Toxicity Test ostre_J toksycznosci
dermalnej
. - Test ostrej tok $ci
OECD 403 Acute Inhalation Toxicity . o oo (OXSYCZIOSCL
inhalacyjnej
OECD 404 _AC_ute Dermal_ Test ostrego podraznienia
Irritation/Corrosion dermalnego
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Acute Eye
OECD 405 I y . Test ostrego podraznienia oczu
Irritation/Corrosion
OECD 406 Skin Sensitisation Test dzialania uczulajacego
Repeated Dose 90-Day . i .
OECD 408 Oral Toxicity Study in 92\';}:;;:?;"3‘51‘:?;‘:3‘: dawki
Rodents P Jugry
OECD 411 Su_b(_:hronlc Dermal Supchronlczng toksyc%nosc
Toxicity: 90-day Study  skérna: badanie 90-dniowe
. Podostra toksycznosé¢
OECD 412 Su_bgcute Inhalation inhalacyjna: badanie 28-
Toxicity: 28-Day Study .
dniowe
. . Subchroniczna toksycznosé
hronic Inhalation . . .
OECD 413 SUb.C. ronic Inhalatio inhalacyjna: badanie 90-
Toxicity: 90-day Study .
dniowe
Prenatal Development Badan.l © tOI.(SyCZHOS(.:I
OECD 414 .. rozwojowej w okresie
Toxicity Study
prenatalnym
Two-Generation Badanie toksycznosci
ECD 41 . . .
OEC 6 Reproduction Toxicity  reprodukcyjnej dwoch pokolen
Combined Repeated Dose  Potaczone badanie
Toxicity Study with the  toksycznos$ci dawki
OECD 422 Reproduction/Developme  powtarzanej z badaniem
ntal Toxicity Screening  przesiewowym toksycznosci
Test reprodukcyjnej/rozwojowej
OECD 429 Skin Sensitisation Test dziatania uczulajacego
OECD 432 In Vitro 3T3 NRU Test V\_/yc_hwytu neutralnej
Phototoxicity Test czerwieni
Metoda badania izolowanego
oka kurczaka do identyfikacji
i) substancji chemicznych
In Vitro Skin Irritation: 5:;:(2((11?68;;};3028‘7;?;?;)
OECD 439 Reconstructed Human .. .
. . substancji chemicznych
Epidermis Test Method . . ..
niewymagajacych klasyfikacji
ze wzgledu na dziatanie
draznigce na oczy lub powazne
uszkodzenie oczu
Test reaktywno$ci badane;j
OECD 442C In Chern_lco.Skln SubSt?.anI chgmlcznej z
Sensitisation cysteing lub lizyng po 24
godzinach inkubacji
OECD 451 Carcinogenicity Studies  Badania rakotworczoci
Bacterial Reverse Test odwrotnej mutacji
OECD 471 Mutation Test bakteryjnej
In Vitro Mammalian Test aberracji chromosomowej
OECD 473 Chromosomal Aberration J J

Test

ussakow in vitro

215



WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

OECD 474 Mam_mallan Erythrocyte  Test mlk{OJqdrovyy
Micronucleus Test erytrocytowssakow
Mammalian Bone Test aberracji
OECD 475 Marrow Chromosomal chromosomowych komorek
Aberration Test szpiku kostnego
In Vitro Mammalian Cell
OECD 476 G_ene Mutation Tests Test Vmuj[aq_l genoéw komorek
using the Hprt and xprt ~ ssakow in vitro
genes
Metoda badania
Reconstructed human .
. - zrekonstruowanego ludzkiego
Cornea-like Epithelium nablonka roeéwkowateeo
WKOW
(RhCE) test method for N .
identifying chemicals not (RNCE) do identyfikacji
OECD 492 L g e substancji chemicznych
requiring classification _ . .
. niewymagajacych klasyfikacji i
and labelling for eye ;
S . oznakowania pod katem
irritation or serious eye . .
podraznienia lub powaznego
damage .
uszkodzenia oczu
DPRA Direct Peptide Reactivity Bezposredni test reaktywnosci
Assay peptydow
Ames i T.est stuzacy do wykrywania
sity mutagenu
Human repeat insult patch
HRIPT P o PAN " Test skomy na ludziach
Badanie toksycznosci ostrej
. opracowane przez Johna
Draize - . .
H. Draize'a i Jacoba M.
Spinesa
. Test maksymalizagcji,
- Magnusson and Kligman ozwalaj 2/ ocenic’J otencjal
Maximisation Assay p .Ja‘ y, P !
uczulenia skory
0SAR Quantitative Structure-  TloSciowa zalezno$¢ pomiedzy
Activity Relationship strukturg a aktywnoscia
Badanie lokalnych weztd
LLNA Local lymph node assay adanie “okalnyeh Wezlow
chlonnych

Tab. 48. Ocena toksykologiczna skladnikéw wchodzacych w sklad emulsji rozgrzewajacej

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

PROPANEDIOL (PROPANODIOL)

Absorbcja skorna

0,12 % wag. (obecnos¢ w recepturze promotorow przenikania
przezskornego) [474]

Toksycznos$¢ ostra

Doustna

LD50 oralnie, badania na szczurach = 14,9 ml/kg masy ciata

(OECD 401)

Inhalacyjne $rednie st¢zenie $miertelne, badania na szczurach

Inhalacyjna

> 5,0 mg/dm’® (OECD 403)
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Dermalna LD50 dermalnie, krélik > 4200 mg/kg masy ciata (OECD 402)
Dzialania drazniace
Na skore Lekko draznigcy w badaniach na krolikach (OECD 404) [501]
Na oczy Nie drazni oczu (badania na krolikach, OECD 405) [502]
Dzialanie uczulajace
; W badaniach na $winkach morskich nie zaobserwowano
Na skore

dziatania uczulajacego propanodiolu [502]

Toksycznos$¢ dawki
powtarzalnej

Toksycznos$¢ dawki powtarzalnej (28 dni) inhalacyjna:
NOAEL inhalacyjny, szczur = 1 800 mg/m? powietrza (OECD
412)

Toksyczno$¢ subchroniczna (90 dni) doustna:

NOAEL oralny, szczur, 90 dni = 1000 mg/kg masy ciata/dzien
(OECD 408) [502]

Genotoksyczno$¢

Mutagennos$¢/genotoksycznos$¢ in vitro:

Niegenotoksyczny w teécie aberracji chromosomowych
komoérek ssakow in vitro (OECD 473) przy uzyciu
fibroblastow ptuc chomika chinskiego [502]
Mutagennos$¢/genotoksycznosé in vivo:

Niegenotoksyczny w tescie mikrojadrowym na myszach
in vivo [502]

Kancerogenno$¢

Propanodiol nie jest uwazany za zwigzek rakotworczy [502]

Fototoksycznos¢

Fototoksyczno$¢/dziatanie fotodraznigce i fotouczulajace:
Dane przekrojowe z 1,5-pentanodiolu: Substancja w stezeniu
5 % wag. nie byla fototoksyczna i nie uwrazliwiata na §wiatto
w 24 - godzinnym teScie okluzyjnym wykonanym po
ekspozycji skory na §wiatto UVA 1 UVB w badaniach na
ludziach [503]

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Dzialanie szkodliwe na plodnos¢ i reprodukcje:

Dane przekrojowe z 1,3-butanodiolu: Badania na szczurach
(OECD 416) nie wykazaly niekorzystnego wplywu na
parametry reprodukcyjne i laktacyjne [523]

Toksyczno$¢ rozwojowa:

1,3-propanodiol nie wykazywal wtasciwosci teratogennych
w badaniach na szczurach (OECD 414). NOAEL dla
toksycznos$ci matczynej i ptodowej, szczur = 1000 mg/kg masy
ciata/dzien [502]

Badania z udzialem ludzi

Propanodiol nie jest uwazany za zwigzek rakotworczy [502]

Ocena bezpieczenstwa

Propanodiol, jest zwigzkiem organicznym, najprostszym
przedstawicielem grupy propano-1,3-dioli, sktadajacym sig
z propanu, w ktorym jeden wodor z kazdej grupy metylowej
jest podstawiony grupa hydroksylowa. Propanodiol moze by¢
otrzymywany przez fermentacje z glukozy pochodzacej
z kukurydzy za pomoca biokatalizatora, mozna go réwniez
znalez¢ w niektorych roslinach. Substancja ta jest stosowana
w syntezie niektorych polimerow jako rozpuszczalnik i srodek
zapobiegajacy zamarzaniu. Co wigcej, propanodiol jest
szeroko stosowany w roli rozpuszczalnika i modyfikatora
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reologii w produktach do higieny osobistej, takich jak:
kosmetyki dla dzieci, perfumy, spray‘e do wlosow,
dezodoranty, szampony, mydta, plyny, pasty do zebow itp.
Panel ekspertow CIR stwierdzil, ze propanodiol jest
bezpieczng substancja w obecnych praktykach jej stosowania
i uzywanych stezen w kosmetykach. Obliczony margines
bezpieczenstwa dla substancji posiada akceptowalny poziom
wspotczynnika bezpieczenstwa MoS > 100. Sktadnik ten
zostal oceniony jako bezpieczny do stosowania w danym
produkcie kosmetycznym [503]

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

GLUCOSAMINE SULFATE (SIARCZAN
GLUKOZAMINY)

Absorbcja skérna

0,10 % wag. (obecno$¢ w recepturze promotorow przenikania
przezskérnego)

Toksycznos$¢ ostra

Doustna

LD50 > 8000 mg/kg masy ciata (szczur, glukozamina)

Inhalacyjna

N/D

Dermalna

N/D

Dzialania drazniace

Na skoére

N-Acetyloglukozamina nie dziata draznigco na skérg (OECD
439) [504]

Na oczy

Przeprowadzono  test  konwersji  bromku  3-[4,5.-
dimetylotiazol-2-ilo]-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT)
w celu okreslenia potencjalnego podraznienia oczu serum do
twarzy zawierajacego 2 % wag. N - acetyloglukozaminy.
Stratyfikowane ludzkie keratynocyty eksponowano na czysty
artykut testowy przez 8, 16, 20 i 24 godziny. Nie odnotowano
dzialania draznigcego [504]

Dzialanie uczulajace

Na skore

N-Acetyloglukozamina nie dziata uczulajaco na skore (DPRA;
OECD 442C) [504]

Toksyczno$¢ dawki
powtarzalnej

Norweski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci obliczyt
warto$ci marginesu bezpieczenstwa (MoS) dla stosowania
10 % wag. siarczanu glukozaminy w balsamie do ciata (35,0),
kremie do noég (99,0) i kremie do twarzy (178,0) oraz na
podstawie catkowitego narazenia na kosmetyki. Wartosci te
obliczono przy zatozeniu 100 % wchlaniania przez skore,
wartosci NOAEL wynoszacej 430 mg/kg masy ciata/dzien
(otrzymanej z testu toksycznosci po wielokrotnej dawce
doustnej przeprowadzonego na psach z biodostgpnoscia
wynoszaca 20 % wag.) oraz obliczonego wzglednego
dziennego narazenia, na odpowiednio: 123 mg/kg masy
ciala/dzien, 20 mg/kg masy ciata/dzien, 43 mg/kg masy
ciala/dzien, 50 mg/kg masy ciala/dzien i 24 mg/kg masy
ciala/dzien, 13 mg/kg masy ciata/dzien dla balsamu do ciala,

218



WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

kremu do ndég i kremu do twarzy. Zgodnie z t3 oceng
maksymalne poziomy stosowania wyniosly odpowiednio
18 % wag., 10 % wag. 13,5 % wag. w balsamie do twarzy, nog
i ciala

Genotoksyczno$¢

Potencjalng genotoksyczno$¢ chlorowodorku glukozaminy
pochodzacej z Aspergillus niger oceniano w tescie Amesa (test
stuzacy do wykrywania sity mutagenu). Szczepy testowe
(S. typhimurium oraz E. coli) poddano ekspozycji na
chlorowodorek glukozaminy w stezeniach 100 pg/ptytke,
333 ug/ptytke, 1000 pg/ptytke, 3300 upg/ptytke i 5000
ug/ptytke, z aktywacja metaboliczng lub bez niej. Substancjg
testowa uznano za niemutagenna.

Test mikrojadrowy in vivo przeprowadzono zgodnie z OECD
474. Nie stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu liczby
polichromatycznych  erytrocytdow  mikrojagdrowych  ani
zmniejszenia stosunku polichromatycznych do
normochromatycznych erytrocytow na zadnym poziomie
dawki. Substancje badang uznano za nietoksyczng dla szpiku
kostnego [504]

Kancerogenno$¢

Potencjal rakotworczy N - Acetyloglukozaminy oceniano
na  szczurach. Zwierzgtom podawano w  diecie
N - Acetyloglukozaming na poziomie 0 % wag., 2,5 % wag.
lub 5 % wag. przez 104 tygodnie. Substancje¢ testowa uznano
za nierakotworczg [504]

Fototoksyczno$¢

Brak danych toksykologicznych, jednak bioragc pod uwage
budowe chemiczng siarczanu glukozaminy (brak grup
chromoforowych) nie przewiduje si¢ dziatania
fototoksycznego

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Oceniono wplyw suplementacji glukozaming w wodzie pitnej
przed kryciem na jednorodno$¢ $ciotki szczurdw Sprague-
Dawley, receptywno$¢ macicy 1 poziom hormondéw
matczynych. Po 2 tygodniach podawania szczury kojarzono.
Oceniono jajniki, macice, miejsca implantacji, mas¢
urodzeniowa potomstwa, wydajno$¢ tozyska matki i osocze
matek. Zmienno$§¢ masy urodzeniowej w obrgbie miotu
w grupie leczonej glukozaming wyniosta 5,55 % wag., co
stanowi znacznie mniejsza zmienno$¢ niz w grupie kontrolnej
(8,17 %). Nie obserwowano dzialania toksycznego zarowno na
ptody jak i matki [504]

Badania z udzialem ludzi

W przegladzie literatury dotyczacej badan z udzialem ludzi
(miedzy innymi testy HRIPT) nie odnotowano dzialania
draznigcego, uczulajagcego dla badanych substancji
(N - acetyloglukozamina,  glukozamina,  chlorowodorek
glukozaminy) [504]

Ocena bezpieczenstwa

Siarczan glukozaminy to substancja kondycjonujaca,
zmigkcza i wygltadza wlosy nadajac im naturalny blask. Dziata
antystatycznie, przez co niweluje efekt elektryzowania sig¢
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wlosow 1 ulatwia ich rozczesywanie. Siarczan glukozaminy
stymuluje rowniez syntez¢ kwasu hialuronowego, dlatego
poprawia nawilzenie skory, zwigksza jedrnosc, elastycznosé
oraz przyspiesza regeneracje. Dziala przeciwzapalnie
i antyoksydacyjnie, chronigc przed szkodliwym wpltywem
wolnych rodnikéw na skorg. Panel CIR ocenit glukozaming
ijej pochodne jako substancje bezpieczne do stosowania
w kosmetykach.

W ocenianym produkcie siarczan glukozaminy jest
sktadnikiem bezpiecznym [504]

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

EPIMEDIUM KOREANUM EXTRACT (EKSTRAKT
7. EPIMEDIUM KOREANUM)

Absorbcja skérna

0,50 % wag. (obecno$¢ w recepturze promotorow przenikania
przezskérnego)

Toksycznos$¢ ostra

Doustna TDro 52,5 mg/kg masy ciata (szczur, ikaryna)
Inhalacyjna N/D
Dermalna N/D
Dzialania drazniace
Na skore Ikaryna nie powoduje podraznienia skory [505]
Na oczy Brak danych literaturowych
Dzialanie uczulajace
Na skore Brak danych literaturowych

Toksyczno$¢ dawki
powtarzalnej

W badaniu tym badano toksyczno$¢ podprzewlekla wodnego
ekstraktu Epimedium Koreanum u szczuroOw przy codziennym
podawaniu dozotadkowym w dawce 7 g/kg masy ciala, 5 g/kg
masy ciata, 15 g/kg masy ciata lub 30 g/kg masy ciata przez 13
tygodni. Dziewie¢  skladnikow  ekstraktu =~ wodnego
zidentyfikowano metoda ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC). Nie okreslono poziomu, przy ktérym nie
zaobserwowano dziatan niepozadanych, ale u szczuréw
leczonych przez 13 tygodni wynosit on ponizej 7,5 g/kg masy
ciata. U samic szczurow Epimedium Koreanum moze
uszkadza¢ watrobe 1 trzustke oraz zaburza¢ biosynteze
fenyloalaniny, tyrozyny, tryptofanu, waliny, leucyny
iizoleucyny oraz metabolizm fenyloalaniny. U samcow
szczurow, ekstrakt moze uszkodzi¢ watrobg i nadnercza oraz
zaburzy¢ biosyntez¢ waliny, leucyny i izoleucyny oraz
metabolizm pirogronianu [506]

Genotoksycznosé

Test odwrotnej mutacji bakteryjnej nie wykazal mutagennego
dziatania  Epimedium  Koreanum. Ponadto  ekstrakt
z Epimedium Koreanum nie wykazal zadnego dziatania
klastogennego w testach in vivo i in vitro [507]

Kancerogenno$¢

Brak danych literaturowych

Fototoksyczno$¢

Brak danych literaturowych
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Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Brak danych literaturowych

Badania z udzialem ludzi Brak danych literaturowych

Ocena bezpieczenstwa

W tradycyjnych zastosowaniach Epimedium Koreanum jest
czesto stosowane w leczeniu roznych chordb, takich jak:
zaburzenia erekcji, bezplodno$¢, reumatoidalne zapalenie
stawOw, osteoporoza, astma, zespot niedoboru Yang nerek itp.
Do chwili obecnej odkryto ponad 379 zwiazkéw z réznych
czesci Epimedium Koreanum, w tym flawonoidy, lignany,
kwasy organiczne, terpenoidy, weglowodory, pochodne
dihydrofenantrenu, alkaloidy i inne. Badania wykazaly, ze
zwigzki 1 ekstrakty roSlinne z Epimedium Koreanum maja
szeroki zakres dziatania farmakologicznego na uktad
rozrodczy, sercowo-naczyniowy i nerwowy, a takze maja
wlasciwosci przeciwosteoporotyczne, przeciwnowotworowe,
przeciwutleniajagce, przeciwzapalne, immunomodulujace,
hepatoprotekcyjne i przeciwwirusowe. Poza tym ekstrakty
ros§linne z Epimedium Koreanum wykazuja potencjalng
hepatotoksycznos¢.

W  ocenianym produkcie jest to sktadnik bezpieczny,
a wyliczony MoS spelnia kryteria akceptacji

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

CETEARETH-25 (MIESZANINA ALKOHOLI
CETYLOWEGO I STEARYLOWEGO
OKSYETYLENOWANYCH 25 MOLAMI TLENKU
ETYLENU)

Absorbcja skorna

0,50 % wag. (zastosowanie promotorOwW  przeniesienia
przeznaskorkowego)

Toksycznos$¢ ostra

Doustna LD50 > 10 000 mg/kg masy ciala (szczur)
Inhalacyjna LC50 > 1 600 mg/m? powietrza (szczur)
Dermalna LD50 > 2 000 mg/kg masy ciata (szczur)
Dzialania draznigce
Na skore Nie dziala draznigco na skore krélika [508]
Na oczy Nie dziata draznigco na oczy kroélika [509]
Dzialanie uczulajace
Na skore Nie dziata uczulajaco na skore swinki morskiej [510]

Toksycznos$¢ dawki
powtarzalnej

Nie zaobserwowano zadnego wplywu na ogoélny stan zdrowia
i zachowanie narazonych szczurdéw. Stwierdzono znaczacy wplyw
na masg ciata, spozycie pokarmu, mas¢ narzagdow, chemie kliniczna
i hematologi¢ u jednej plci lub obu pici po zastosowaniu dawek
dziennych wynoszacych 150 mg/kg masy ciata/dzien i 500 mg/kg
masy ciala/dzien.

Ze wzgledu na fakt, ze przy zadnym poziomie dawki nie
zidentyfikowano ogolnych lub histopatologicznych  zmian
zwigzanych ze zwigzkiem, zgloszone zmiany uwaza si¢ za niewielkie
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i niemajace znaczenia toksykologicznego. Dlatego tez NOAEL dla
toksycznosci ogélnoustrojowej ustalono na ponad 500 mg/kg masy
ciata/dzien [511]

Badana substancja nie indukowata aberracji chromosomowych

Genotoksyczno$é w komorkach jajnika chomika chinskiego w obecno$ci lub przy
braku aktywacji metabolicznej [512]
Brak danych literaturowych, jednak biorac pod uwage dane z badania

Kancerogennos¢ alkoholu stearylowego nie przewiduje si¢ dziatania kancerogennego
[513]

Fototoksycznos$¢ Brak danych literaturowych

Toksyczno$¢ rozrodcza

i rozwojowa

W przypadku alkoholi C16-18 (parzystych), etoksylowanych, < 2,5
(nr CAS 68439-49-6, nr WE 939-518-5) przyjmuje si¢ nastepujace
wartosci:

Doustnie (szczur, OECD 414): NOAEL (toksycznos$¢ rozwojowa) =
1000 mg/kg masy ciata/dzien

Doustnie (szczur, OECD 414): NOAEL (teratogennos¢) = 1000
mg/kg masy ciata/dzien [514]

Badania z udzialem
ludzi

W przegladzie danych dotyczacych badan z udziatem ludzi
narazonych na dziatanie alkoholu cetylowego i/lub stearylowego nie
odnotowano dziatania draznigcego i uczulajacego [513]

Ocena bezpieczenstwa

Ceteareth-25 jest bezpiecznie stosowany jako sktadnik kosmetyczny.
Bezpieczenstwo Ceteareth-25 zostalo ocenione przez ekspertow
CIR. Substancja wykazuje wilasciwosci powierzchniowo czynne,
dlatego moze by¢ stosowana w kosmetykach jako s$rodek
emulgujacy, oczyszczajacy i solubilizujacy. Eksperci CIR uznali, ze
Ceteareth - 25 jest bezpieczny w produktach kosmetycznych.

W ocenianym produkcie jest to sktadnik bezpieczny

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

GLYCERYL STEARATE (STEARYNIAN GLICEROLU)

Absorbcja skorna

0,50 % wag.
przeznaskorkowego)

(zastosowanie ~ promotorOw  przeniesienia

Toksycznos$¢ ostra

Doustna LD50 > 5000 mg/kg masy ciata (szczur)
Inhalacyjna LC50 > 1,97 pl/cm’® powietrza (szczur)
Dermalna LD50 > 2000 mg/kg masy ciata (szczur)
Dzialania draznigce
Na skore Niedraznigcy (krolik, OECD 404) [515]
Na oczy Nie dziata drazniaco na oczy (krolik, OECD 405) [515]
Dzialanie uczulajace
Na skore Badania na §winkach morskich nie wykazaty dziatania uczulajacego

(OECD 406)) [515]

Toksycznos¢ dawki
powtarzalnej

Toksyczno$¢ subchroniczna doustna:
NOAEL oralny, szczur, 90 dni = 5725 mg/kg masy ciata/dzien
(OECD 408) [515]

Genotoksycznosé

Mutagennos$é/genotoksycznos$é in vitro:
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Dane przekrojowe z glicerolu: Nie dziala mutagennie w badaniu
mutacji w komorkach jajnika chomika chinskiego (OECD 476)
Mutagennos$¢/genotoksycznosé in vivo:

Dane przekrojowe dla glicerydow C16-18 i C18 kwasow
thuszczowych: brak wskazan na genotoksyczno$¢ w tescie
mikrojagdrowym erytrocytéw u ssakow (myszy) (OECD 474) [515]

Kancerogenno$¢

Stearynian glicerolu nie powodowat inicjacji ani promocji guza
w badaniach na myszach [516]

Fototoksycznos¢

Produkty zawierajace 2 % wag. stearynianu glicerolu nie byly
fototoksyczne ani fotoalergiczne podczas testow platkowych na
ochotnikach [516]

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Dzialanie szkodliwe na plodnos$¢ i reprodukcje:

NOAEL dla toksycznosci rodzicielskiej, szczur = 1000 mg/kg masy
ciala/dzien (OECD 422). W badaniu tym nie zaobserwowano
toksycznego wplywu na wskaznik i czas trwania cigzy, przebieg
porodu, opieke matek nad potomstwem i wczesny rozwdj mtodych
[517]

Toksyczno$¢ rozwojowa:

Dane przekrojowe dla glicerydow, substancja badana nie miata
wplywu na wewnatrzmaciczny rozwoj szczurow [517]

Badania z udzialem
ludzi

W testach klinicznych stearynianu glicerolu w ilosci 5 % wag. nie
podrazniat skory.

Zaréwno stearynian glicerolu, jak i samoemulgujacy stearynian
glicerolu nie byly draznigce i nie wywolywaly uczulen w tescie
ptatkowym pojedynczym i powtarzanym.

Ponadto stwierdzono, ze sktadniki te nie wywolywaly
niepozadanych reakcji wérdd pracownikdéw produkceyjnych [516]

Ocena bezpieczenstwa

Stearynian glicerolu, jest estrem kwasu stearynowego i gliceryny.
Substancja ta posiada szerokie zastosowanie w kosmetykach jako
emulgator typu W/O, emolient tlusty i regulator konsystencji.
Tworzy na powierzchni skéry warstwe okluzyjng, ktéra zapobiega
nadmiernemu odparowywaniu wody, przez co kondycjonuje, czyli
zmigkcza i wygladza skore oraz wiosy. Ponadto stearynian glicerolu
jest szeroko stosowany w zywnosci jako $§rodek aromatyzujacy
i konsystencjotworczy, a takze w bazach farmaceutycznych. Panel
ekspertoéw CIR stwierdzil, ze stearynian glicerolu jest bezpieczny
w obecnych  praktykach stosowania 1 uzywanych stezen
w kosmetykach. Stearynian glicerolu uzyskat status regulacyjny
sktadnika GRAS jako posredni i bezposredni dodatek do zywnosci.
Obliczony margines bezpieczenstwa dla substancji posiada
akceptowalny poziom wspotczynnika bezpieczenstwa — MoS > 100.
Skladnik ten zostal oceniony jako bezpieczny do stosowania
w danym produkcie kosmetycznym [518]

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

VITIS VINIFERA SEED OIL (OLEJ Z PESTEK
WINOGRON)
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Absorbcja skorna

0,50 %
przeznaskorkowego)

wag. (zastosowanie  promotorOwW  przeniesienia

Toksycznos¢ ostra

Doustna LD50 >16500 mg/kg masy ciata (szczur)
Inhalacyjna N/D
Dermalna LD50 > 2000 mg/kg masy ciata (szczur)
Dzialania drazniace
Umiarkowanie draznigcy na skore (krolik)
Na skore Uzyty w stezeniu 0,15 % wag. w balsamie po goleniu nie powoduje
dziatania draznigcego [519]
Produkt zawierajacy 0,15 % wag. ekstraktu z nasion winogron zostat
Na oczy sklasyfikowany jako lekko drazniacy oczy podczas testow in vitro
[519]
Dzialanie uczulajace
Na skore Nie dziata uczulajaco na skore cztowieka [519]

Toksycznos$¢ dawki
powtarzalnej

W 90-dniowych badaniach dietetycznych z powtarzanymi dawkami
na szczurach, (ekstrakt z pestek winogron i ekstrakt ze skorki
winogron) NOAEL wynosit okoto 2150 mg/kg masy ciala/dzien
i 1780 mg/kg masy ciala/dzien odpowiednio u samcow i samic
szczurow. Nie zaobserwowano zadnych efektow toksycznych [519]

Genotoksyczno$¢

W  Dbadaniach in vitro odnotowano mieszane  wyniki

genotoksycznosci  sktadnikow otrzymywanych z winogron, ale
in vivo uzyskano gtownie wyniki negatywne [519]

Kancerogenno$¢

Nie dziata rakotworczo. Ekstrakty z winogron dziatajg hamujaco na
rozwdj niektoérych nowotwordw [520]

Fototoksyczno$¢

Ekstrakt z liSci winogron, ktory jest stosowany w perfumach w ilo$ci
do 3 % wag., jest skladnikiem silnie zabarwionym, a panel
dermatologow CIR omowit mozliwo$¢, ze ekstrakt z lisci moze by¢
fotoaktywny. Dermatolodzy z panelu zauwazyli, ze u pracownikow
winnic nie zgloszono probleméw zwigzanych z fototoksycznoscia,
a panel opart sie na tym doswiadczeniu klinicznym, aby ztagodzié¢
obawy dotyczace mozliwych efektow fototoksycznych ekstraktu
z liSci winogrona [521].

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

W badaniu przeprowadzonym na grupie szczur6w obu plci
zaobserwowano zmiany wagi (spadek) narzadéw wewnetrznych. Nie
zanotowano bezposredniego wpltywu na plodno$¢ badanych grup
zwierzat [519]

Badania z udzialem
ludzi

W badaniu z udzialem 32 me¢zczyzn balsam po goleniu zawierajacy
0,15 % wag. ekstraktu z pestek winogron nie powodowat reakcji
uczuleniowej i nie byt draznigcy dla skory.

W badaniu HRIPT zawarto$¢ 6 % wag. ekstraktu z nasion winogron
w produkcie gotowym, 97 ochotnikéw, brak dziatania draznigcego
i uczulajacego [519]

Ocena bezpieczenstwa

Olej z pestek winogron jest bezpieczny do stosowania w produktach
kosmetycznych. Cosmetic Ingredient Review: CIR w raporcie z 2017
r. uznali olej z pestek winogron za bezpieczny sktadnik produktow
kosmetycznych [519]
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Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

CETYL ALCOHOL (ALKOHOL CETYLOWY)

Absorbcja skorna

0,50 % wag. (zastosowanie promotorOw  przeniesienia
przeznaskorkowego)

Toksycznos$¢ ostra

Doustna LD50 > 2000 mg/kg masy ciala (szczur)
Inhalacyjna LC50 > 1,5 mg/cm’ powietrza (szczur)
Dermalna LD50 > 8000 mg/kg masy ciata (krolik)
Dzialania drazniace
Alkohole C16-18 sa klasyfikowane jako niedraznigce po 24-
Na skore godzinnej potokluzyjnej ekspozycji na skore krélika (test OECD 404
oraz test Draize’a)[522]
Na oczy Nie wykazano dziatania draznigcego na oczy w badaniach na
krolikach (OECD 405, test Draize’a) [480]
Dzialanie uczulajace
Na skére Brak dziatania uczulajgcego w badaniu na Swinkach morskich (test

Magnussona i Kligmana, OECD 406)

Toksycznos$¢ dawki
powtarzalnej

Toksyczno$¢ subchroniczna (90 dni) doustna/dermalna/inhalacyjna:
NOAEL oralny, szczur, 90 dni = 750 mg/kg masy ciata/dzien.
NOAEL dermalny, szczur, 90 dni, dla efektow systemicznych = 1000
mg/kg masy ciata/dzien.; LOAEL dermalny, szczur, 90 dni, dla
efektow lokalnych = 100 mg/kg masy ciata/dzien. (OECD 411).
Badania przekrojowe dla 2-etyloheksanolu: NOAEL inhalacyjny,
szczur, 90 dni= 638.4 mg/m* (OECD 413) [480]

Genotoksycznosé

Mutagennos$é/genotoksyczno$é in vitro:

Niemutagenny w tescie Amesa (OECD 471) z uzyciem szczepu
Salmonella typhimurium

Mutagennos$é/genotoksyczno$é in vivo:

Niemutagenny w tescie mikrojadrowym na erytrocytach ssakow
(myszy) - Test mikrojadrowy erytrocytow ssakow (OECD 474) [480]

Kancerogenno$¢

Alkohole C16-18 zostaly okreslone jako niekancerogenne
w badaniach rakotwoérczosci na szczurach (OECD 451) [522]

Fototoksyczno$¢

Badano potencjal fotouczulajacy pomadki zawierajacej 4 % wag.
alkoholu cetylowego w badaniach na ochotnikach. Nie
zaobserwowano reakcji fotoalergicznych u zadnego z 52
ochotnikéw. W badaniach nad produktem do pielggnacji skory
zawierajacym 1 % wag. alkoholu cetylowego udowodniono, ze
preparat ten nie wykazywal potencjalu fotouczulajacego u 407
badanych ochotnikow [523]

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Dzialanie szkodliwe na plodnos¢ i reprodukcje:

W badaniach toksycznos$ci reprodukcyjnej/rozwojowej (OECD 422)
na szczurach, nie wykazano dziatania reprotoksycznego alkoholu
cetylowego. NOAEL dla efektow reprodukcyjnych i rozwojowych,
szczur > 2000 mg/kg masy ciala/dzien [480]

Toksyczno$¢ rozwojowa:
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Badania przekrojowe dla 1-oktadekanolu: w badaniach na szczurach
wykazano brak dzialania toksycznego u matek, brak
embriotoksyczno$ci i dzialania teratogennego. NOAEL dla
toksyczno$ci matczynej 1 dziatania toksycznego na ptdod wynosit
2000 mg/kg masy ciata/dzien (OECD 422) [522]

Alkohole C16-17 zastosowane w ilosci 0,5 % wag. nie wykazywaly
potencjatu uczulajagcego w powtarzanym tes$cie ptatkowym u 100
Badania z udzialem ochotnikow.
ludzi W badaniach klinicznych produktu kosmetycznego zawierajacego
8,4 % wag. alkoholu cetylowego nie odnotowano dziatania
draznigcego ani alergizujacego [523]

Alkohol cetylowy jest organicznym zwigzkiem chemicznym z grupy
alkoholi. Na skale przemystowa najczeSciej jest otrzymywany
z olejow roslinnych, takich jak: olej palmowy i olej kokosowy.
Posiada bardzo dluga historic stosowania w przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym. Jest niejonowg substancjg
powierzchniowo czynng, tlustym emolientem, tworzy na
powierzchni  skory  warstwe okluzyjng, ktéra zapobiega
nadmiernemu odparowywaniu wody, ponadto kondycjonuje, czyli
] i zmigkcza 1 wygladza skore 1 wlosy. Alkohol cetylowy petni réwniez
Ocena bezpieczenstwa . .

funkcje emulgatora typu W/O oraz modyfikatora reologii. Panel
ekspertow CIR stwierdzil, ze alkohol cetylowy jest bezpieczng
substancjg w obecnych praktykach jej stosowania i uzywanych
stezen w kosmetykach. Substancja zostala uwzglgdniona przez FDA
jako posredni dodatek do zywnosci. Obliczony margines
bezpieczenstwa dla substancji posiada akceptowalny poziom
wspotczynnika bezpieczenstwa — MoS > 100. Skfadnik ten zostat
oceniony jako bezpieczny do stosowania w danym produkcie
kosmetycznym.

Ocena toksykologiczna

PEG-40 HYDROGENTATED CASTOR OIL

Nazwa INCI
azwa (UWODORNIONY OLEJ RYCYNOWY PEG-40)

. i 0,50 % wag. (obecno$¢ w recepturze promotorow przenikania
Absorbcja skorna ° g ( P P P

przezskérnego)
Toksycznos$¢ ostra
Doustna LD50 > 2000 mg/kg masy ciata (szczur)
Inhalacyjna N/D
Dermalna N/D

Dzialania drazniace

Substancj¢ badano w modelu ludzkiej skory EpiDerm™ przy uzyciu
podwojnych tkanek przez 3 i 60 minut. Wzgledna $rednia zywotnos¢
e i tkanek traktowanych badang substancja wynosita 98,0 % dla
3 - minutowej ekspozycji i 101,5 % dla 60-minutowej ekspozycji.
Mozna zatem stwierdzi¢, ze substancja nie dziala zraco na skore
[524]
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Potencjat dziatania draznigcego na oczy oceniano za pomoca testu

Na oczy modelowego ludzkiej rogowki. Substancja nie okazala si¢
reduktorem MTT i wykluczono zakldcenia barwy [525]
Dzialanie uczulajace
Na skére Substancje uwaza si¢ za nie dzialajaca uczulajaco na skorg.

Potwierdzaja to badania QSAR [526]

Toksycznos$¢ dawki
powtarzalnej

Doustne podanie substancji byto dobrze tolerowane przez doroste
zwierzeta (szczur). W kontek$cie tego badania nie wykazano
zadnych dowoddw na to, ze substancja zaburza funkcjonowanie
uktadu hormonalnego.

Uznano, ze poziom, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych
skutkéw (NOAEL) dla toksycznosci ogolnoustrojowej wynosi 1000
mg/kg masy ciata/dzien [527]

Genotoksyczno$¢

W teScie Amesa substancje¢ badano na szczepach Salmonella
typhimurium i E. coli w obecnosci i przy braku aktywacji
metabolicznej. Nie odnotowano wzrostu czgstosci mutacji u zadnego
z testowanych szczepdw, zarowno w obecnosci, jak 1 przy braku
aktywacji metabolicznej. W warunkach tego badania substancje
uwaza si¢ za niemutagenng [528]

Kancerogenno$¢

Brak danych literaturowych

Fototoksycznos¢

Nie dziata fototoksycznie na skorg [529]

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Poziom, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych skutkoéw
(NOAEL) w przypadku toksyczno$ci reprodukcyjnej/rozwojowej,
wynosi 1000 mg/kg masy ciata/dzien, biorgc pod uwage brak
wplywu na cykl rujowy, okres przed stosunkiem, wydajnos¢ krycia,
ptodnos¢ i dltugo$¢ cigzy lub u potomstwa na podstawie wielkoSci
miotu, stosunku plci, objawdéw klinicznych, odleglosci odbytowo-
ptciowej lub makroskopii [530]

Badania z udzialem
ludzi

W testach klinicznych na ludziach, olej rycynowy, nie wykazuje
znaczacego dzialania draznigcego na skorg, uczulajacego ani
fotouczulajacego, ale byt tagodnym $rodkiem draznigcym oczy [529]

Ocena bezpieczenstwa

Uwodorniony olej rycynowy PEG-40 jest bardzo bezpiecznym
surowcem stosowanym w kosmetykach bez okreslonych ograniczen.
Cosmetic Ingredient Review: zgodnie z opinig panelu CIR
uwodorniony olej rycynowy PEG-40 moze by¢ bezpiecznie
stosowany w kosmetykach. Nie stwierdzono podraznien skory ani
oczu w wyniku narazenia na dziatanie oleju rycynowego PEG
i uwodornionych sktadnikow oleju rycynowego PEG
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Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

BUTYROSPERMUM PARKII BUTTER (MASLO SHEA)

Toksycznos¢ ostra

Doustna

LD50 oralnie, szczur > 74 g/kg masy ciata (in vivo test ostrej
toksycznosci)

Inhalacyjna

N/D

Dermalna

LD50 dermalnie, swinka morska > 3000 mg/kg masy ciata

Dzialania drazniace

Na skore

W badaniu podraznienia skory z zastosowaniem okluzyjnych testow
ptatkowych masto shea wytworzylo bardzo niewielki rumien
(z obrzgkiem lub bez) u 2/3 krolikow narazonych na badany materiat
przez 4 godziny. Substancja nie powodowala pierwotnego
podraznienia skory podczas badania w stezeniu do 2 % wag..
W badaniu in vitro z uzyciem modelu EpiSkin™, 24,1 % wag. masto
shea testowane w wosku do ust nie wywotywato podraznien [531],
[532]

Na oczy

Nierozcienczone masto shea uznano za niedraznigce oczy podczas
badania na krélikach [531]

Dzialanie uczulajace

Na skoére

Masto shea nie bylo uczulajgce w badaniu maksymalizacji $§winki
morskiej

Materiat zawierajagcy masto shea, testowany w  postaci
nierozcienczonej, dat odpowiedz negatywng w badaniu. Bezposredni
test reaktywnosci peptydéw (DPRA), co wskazuje na brak potencjatu
uczulajacego [531], [532]

Toksyczno$¢ dawki
powtarzalnej

Toksyczno$¢ subchroniczna (90 dni) doustna:

Dane przekrojowe dla oleju triglicerydowego bogatego w oleiny:
NOAEL oralny, szczur, 90 dni = 5200 mg/kg masy ciata/dzien
(OECD 408) [533]

Toksyczno$¢ chroniczna (> 12 miesiecy):

Dane przekrojowe z kwasu oleinowego: w badaniach na myszach
karmionych olejem kukurydzianym (10 % wag.) i kwasem
oleinowym (0,15 % wag.) przez 24 miesigce zanotowano wzrost
zawartosci lipidow w watrobie i przysadce mézgowej. Napodstawie
zawartosci lipidow ustalono warto§¢ NOAEL na 225 mg/kg masy
ciata/dzien [534]

Genotoksyczno$é

Mutagennos$é/genotoksyczno$é in vitro:

Dane przekrojowe dla oleju triglicerydowego bogatego w oleiny:
niemutagenny w badaniu na szczepach S. typhimurium oraz E. coli
(OECD 471)

Material zawierajacy masto shea nie byl mutagenny w tescie Amesa
[533]

Mutagennos$é/genotoksyczno$é in vivo:

Dane przekrojowe dla oleju triglicerydowego bogatego w oleiny: nie
zaobserwowano potencjatu klastogenicznego dla badanej substancji
w tescie aberracji chromosomowych komorek szpiku kostnego
myszy (OECD 475) [533]
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Dane przekrojowe dla oleiny z masta shea: substancja nie

Kancerogennos¢ wykazywata potencjatu rakotworczego w badaniach na szczurach
w stezeniu 15 % wag. w diecie (7,5 g/kg masy ciata/dzien) [535]
Masto shea nie wykazywato wlasciwosci fototoksycznych u §winek

Fototoksycznosé morskich, w stezeniu 10 % wag. i 20 % wag. w acetonie. Materiat

zawierajgcy masto shea uznano za niefototoksyczny w tescie OECD
432, przy badaniu w ilosci 0,005 — 1 mg/mL [531], [532]

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Dziatanie szkodliwe na ptodno$¢ i reprodukcje:

Dane przekrojowe dla oleiny z masta shea i uwodornionych olein
z masta shea: zbadano potencjal toksycznego wptywu na reprodukcje
w badaniach zywieniowych na szczurach. Nie zaobserwowano
niekorzystnego wptywu na reprodukcje po ekspozycji na oleing
zmasta shea i uwodorniong oleing z masta shea u szczuréw
w stezeniach wigkszych niz 15 % wag. (7,5 g/kg masy ciata/dzien)
[536]

Badania z udzialem
ludzi

W badaniach na ochotnikach nie zaobserwowano dziatania
draznigcego masta shea podczas badan uzytkowych blyszczyku do
ust 1 olejkéw do masazu ciata/ dtoni, w stg¢zeniach do 45 % wag.
W wielokrotnie powtarzalnych testach ptatkowych na ludziach
z uzyciem produktow zawierajgcych masto shea nie zaobserwowano
objawow uczulenia. Masto shea badano w st¢zeniach do 60 % wag.
[532]

Ocena bezpieczenstwa

Masto shea, jest to tlhuszcz uzyskany z owocoOw drzewa mastosza
Parka. Ten sktadnik jest bogatym zrodlem kwasow tluszczowych
(gtownie kwasu oleinowego, stearynowego, palmitynowego),
niezmydlajacej frakcji lipidéw, tokoferoli, a takze zwigzkéw
fenolowych. Ze wzgledu na dobre wlasciwosci zmiekczajace,
nawilzajace, przeciwzapalne i przeciwutleniajace masto shea od
dawna jest szeroko wykorzystywane w kosmetykach. Jest rowniez
stosowane w zywnosci i suplementach diety. Panel ekspertow CIR
stwierdzit, ze masto shea jest bezpieczng substancja w obecnych
praktykach stosowania i w uzywanych stezeniach w kosmetykach,
gdy sa sformulowane jako nieuczulajace. Masto shea znajduje si¢ na
liscie GRAS (zatwierdzone przez FDA) jako bezposredni dodatek do
zywnosci. Obliczony margines bezpieczenstwa dla substancji
posiada akceptowalny poziom wspdtczynnika bezpieczenstwa —
MoS > 100.

Skladnik ten zostal oceniony jako bezpieczny do stosowania
w danym produkcie kosmetycznym [532]

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

DIMETHYL SULFONE (DIMETYLOSULFOTLENEK)

Absorbcja skorna

0,50 % wag. (obecno$¢ w recepturze promotoréw przenikania
przezskormego)

Toksycznos¢ ostra

Doustna

LD50 > 2000 mg/kg masy ciata (szczur)

Inhalacyjna

LC50 > 600 mg/cm® powietrza (szczur)
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Dermalna LD50 > 5000 mg/kg masy ciata (krolik)

Dzialania drazniace

Potencjal podraznienia skory badanego artykutu okreslono zgodnie
z wytycznymi OECD 439 stosowanymi w tym badaniu. Ustalono, ze
Na skore sredni % zywotnos$ci tkanki w porownaniu z kontrolg ujemnag (n = 3)

badanej substancji chemicznej wynosi 94,4 %. W zwigzku z tym
uznano, ze badana substancja chemiczna nie dziala draznigco na

ludzka skore [537]

Potencjal podraznienia oczu przez badang substancje chemiczng
okreslono zgodnie z wytycznymi badawczymi OECD 492
Na oczy stosowanymi w tym badaniu. Ustalono, ze Sredni % zywotno$ci

tkanek badanej substancji chemicznej wynosi 86,3 %. W zwiazku
ztym badanej substancji chemicznej nie uznano za substancje

draznigca oczy [538]

Dzialanie uczulajace

Potencjat uczulajgcy na skore badang substancjg chemiczng oceniano
za pomoca testu lokalnych weztow chtonnych u myszy (LLNA).
Badanie przeprowadzono zgodnie z wytycznymi OECD 429. Na
podstawie badania uznano, ze substancja nie dziata uczulajaco [539]

Na skore

Doustne podawanie 1500 mg/kg masy ciata/dzien (1,5 g/kg masy
ciata/dzien) substancji testowej przez 90 dni nie spowodowalo
zadnych dzialan niepozadanych ani $miertelnosci. Nie mialo to
wplywu na mas¢ ciala ani szacunkowe spozycie pokarmu. Nie
Toksycznos¢ dawki zaobserwowano zadnych zmian hematologicznych ani klinicznych
powtarzalnej zmian chemicznych. Histologia nerek leczonych zwierzat byta
prawidlowa. Zatem poziom, przy ktorym nie obserwuje si¢
szkodliwych skutkéw (NOAEL) substancji testowej w tym 90-
dniowym badaniu z uzyciem zglebnika, okre§lono na 1500 mg/kg
masy ciata/dzien [540]

W teScie odwrotnej mutacji bakteryjnej z uzyciem szczepow
S. typhimurium, badana substancja nie indukowata zZadnego
znaczacego wzrostu rewertantow histydynozaleznych. W zwiazku
S z tyn} s.twierdza §.ie;, ze substancja Pgdaga nie jést g.enotoksyfczna.

W tescie aberracji chromosomowej in vitro z uzyciem komorek ptuc
chomika chinskiego nie zaobserwowano zadnych skutkéw aberracji.
Dlatego tez substancje testowa uwaza si¢ za niemutagenng

w komorkach ptuc chomika chinskiego [541]

Kancerogenno$¢ Brak danych literaturowych

Fototoksyczno$¢ Brak danych literaturowych

W oparciu o dane dostgpne z danego badania, uznano, ze NOAEL
dla materiatlu testowego wynosi 1000 mg/kg masy ciata/dzien

Toksycznosé rozrodeza w przypadku toksycznosci reprodukcyjnej, gdy samcom i samicom

. ) szczuréw podawano doustnie materiat testowy. Zatem porownanie
i rozwojowa

tej warto$ci z kryteriami materiatu testowego zgodnie z przepisami
CLP prawdopodobnie nie spowoduje jego sklasyfikowania jako
substancji dziatajgcej szkodliwie na rozrodczos¢.
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Na podstawie badania dostgpnego dla badanej substancji chemicznej
dokonano przegladu w celu okreslenia toksyczno$ci rozwojowej,
uznano, ze NOAEL dla badanej substancji chemicznej wynosi 1000
mg/kg masy ciata/dzien w przypadku szczurow, ktorym podawano
badang substancj¢ chemiczng doustnie. Zatem porownanie tej
wartoéci  z kryteriami okreSlonymi w rozporzadzeniu CLP
prawdopodobnie nie spowoduje sklasyfikowania jej jako substancji

dzialajacej toksycznie na rozrodczo$¢ i rozwoj [542]

Badania z udzialem
ludzi

Brak danych dotyczacych badan z udziatem ludzi

Ocena bezpieczenstwa

Metylosulfonylometan jest to zwigzek organicznej siarki. Wykazuje
dzialania antyoksydacyjne oraz ulatwia przenikanie substancji
odzywczych. W ocenianym produkcie jest to sktadnik bezpieczny,
a obliczony MoS spetnia kryteria akceptacji

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

MENTHOL (MENTOL)

Absorbcja skérna

0,50 % wag. (obecno$¢ w recepturze promotoréw przenikania
przezskérnego)

Toksycznos$¢ ostra

Doustna LD100 > 1500 mg/kg masy ciata (kot)
Inhalacyjna LC50 > 5289 mg/m’ (szczur)
Dermalna LD50 > 5000 mg/kg masy ciata (krolik)
Dzialania drazniace
Na skoére Dziata nieznacznie draznigco na skorg krolika [543]
Na oczy Dziata draznigco na oczy krolika [544]
Dzialanie uczulajace
Na skore Nie dziata uczulajaco na skore §winki morskiej [545]

Toksyczno$¢ dawki

Badanie wykonano na grupie 80 szczurdéw, ktorym przez 5 tygodni
aplikowano zadana dawke substancji. NOEL wyznaczono na

tarzalnej . . .
powtarzalie] poziomie 200 mg/kg masy ciata/dzien [546]
L, Nie dziala genotoksycznie w te$cie aberracji chromosomowej
Genotoksycznosé , . . L L
zardwno z aktywacja metaboliczna, jak i bez niej [547]
Kancerogenno$¢ Nie dziata kancerogennie [548]
Fototoksyczno$¢ Brak danych literaturowych

Toksyczno$¢ rozrodcza
i rozwojowa

Badania histopatologiczne narzadéw rozrodczych myszy nie
wykazaty zmian w badaniach toksycznosci po podaniu wielokrotnym
z zastosowaniem D/L-mentolu, a takze w badaniach rakotwoérczych
u pacjentow z D/L mentolem. W zwigzku z tym nie ma dowodow na
to, ze D/L-mentol moglby wplywa¢ negatywnie na reprodukcje.
Dawk¢ NOAEL w badaniu 104-tygodniowym wyznaczono na
667 mg/kg masy ciata/dzien [549]

Badania z udzialem
ludzi

Nadwrazliwo$¢ alergiczng badano w grupie 228 wybranych
pacjentow dermatologicznych za pomoca testow ptatkowych z 1 %
wag. mentolem w wazelinie; czesto§¢ wystgpowania wyraznego
uczulenia: 1,3 % pacjentow.
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Ocena bezpieczenstwa

Mentol jest bezpiecznym sktadnikiem do stosowania w produktach
kosmetycznych. Cosmetic Ingredient Review: wskazuje, ze istniejg
doniesienia o dziataniu podrazniajagcym mentolu, ale nie wykazano
tego w testach platkowych. CIR w 2018 r. dokonal przegladu
dostepnej literatury naukowej dotyczacej olejku z migty pieprzowe;,
ktorego gtownym sktadnikiem jest mentol 1 uznat go za bezpieczny
do stosowania w kosmetykach [550], [551]

Ocena toksykologiczna

Nazwa INCI

PROPYLENE GLYCOL (GLIKOL PROPYLENOWY)

Absorbcja skorna

0,50 % wag. (promotor przenikania przezskdrnego)

Toksycznos$¢ ostra

Doustna LD50 = 22000 mg/kg masy ciata (szczur)
Inhalacyjna LC50 > 317042 mg/m? (szczur)
Dermalna LD50 > 2000 mg/kg masy ciata (krolik)
Dzialania drazniace
Na skore Nie dziata draznigco na skore krolika (OECD 404) [552]
Na oczy Powoduje delikatne podraznienie oczu krélika (OECD 404) [552]
Dzialanie uczulajace
Moze powodowaé podraznienie skéry u niektdorych o0sob,
Na skore prawdopodobnie z powodu odwodnienia, jednak nie jest uwazany za

sktadnik uczulajacy [553]

Toksycznos¢ dawki
powtarzalnej

Toksyczno$¢ chroniczna (> 12 miesigcy):

NOAEL doustnie, wyznaczony w badaniu na szczurach = 1700
mg/kg masy ciala/dzien (w badaniu chronicznej toksycznosci
doustnej i

2 - letnich badaniach rakotworczoos$ci) [552]

Genotoksycznosé

Glikol propylenowy nie wykazat aktywnosci mutagennej w tescie
powrotnych mutacji bakteryjnych z uzyciem szczepow Salmonella
typhimurium. Glikol propylenowy nie powodowal wykrywalnych
aberracji chromosomowych w szpiku kostnym szczura po podaniu
doustnym w dawkach do 5000 mg/kg masy ciata [552]

Kancerogenno$¢

W badaniach dlugoterminowych (2 lata) na szczurach nie
stwierdzono dzialan niepozadanych ani zmian histopatologicznych,
w tym zmian nowotworowych, po zastosowaniu najwyzszej badanej
dawki glikolu propylenowego [552]

Fototoksyczno$¢

Glikol propylenowy nie powodowat efektu fotouczulajacego w tescie
Photopatch na 30 ochotnikach plci meskiej i 52 ochotniczkach ptci
zenskiej [554]

Toksyczno$¢ rozrodcza i
rozwojowa

Badania na szczurach -  dwupokoleniowa  toksyczno$¢
reprodukcyjna: NOAEL dla toksyczno$ci ptodnosci, pokolenie F1 =
10100 mg/kg masy ciata/dzien

Nie zaobserwowano wptywu na ptodnos¢ F1 przy najwyzszej dawce
Badania na szczurach -  dwupokoleniowa  toksycznosé
reprodukcyjna: NOAEL dla toksyczno$ci rozwojowej, pokolenie F2
= 10100 mg/kg masy ciala/dzien. Nie zaobserwowano wptywu na

wielko$¢ miotu, pte¢ i mas¢ urodzeniowa w pokoleniu F2 przy
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najwyzszej dawce. Badania na myszach (OECD 414): NOAEL
u matki = 520 mg/kg masy ciata/dzien [552]

Badania z udzialem
ludzi

W 24-godzinnym badaniu na 33 ochotnikach przy uzyciu testow
ptatkowych w warunkach pétokluzyjnych glikol propylenowy
wykazat tagodne podraznienie.

Wykazano, ze substancja ta wzmacnia dzialanie drazniace
izopropanolu i kwasu benzoesowego (badania na ludziach, test
nieokluzyjny).

Doniesiono o kilku studiach przypadkow =zapalenia skory
i atopowego zapalenia skory zwigzanych ze stosowaniem glikolu
propylenowego [552], [554]

Ocena bezpieczenstwa

Glikol propylenowy to alkohol alifatyczny szeroko stosowany
w kosmetyce jako sktadnik kondycjonujgcy, modyfikator reologii,
rozpuszczalnik ekstraktow oraz substancje aktywne. Ponadto
substancja ta jest wykorzystywana w zywnosci, farmacji, a takze jako
czynnik bakteriostatyczny i fungistatyczny.

Panel Ekspertow CIR (Cosmetic Ingredient Review) stwierdzil, ze
glikol propylenowy 