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4 WSKAZANIE OSIAGNIECIA STANOWIACEGO PODSTAWE POSTEPOWANIA
HABILITACYJNEGO
Osiggnieciem naukowym wynikajgcym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.

U. Nr 65, poz. 595 ze zm.) jest jednotematyczny cykl publikacji naukowych i monografia naukowa
oraz patenty, zgtoszenie patentowe i wdrozenia rezultatéw przeprowadzonych badan.

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

»Surowce pochodzenia naturalnego w nowoczesnych formulacjach kosmetycznych”.

4.2. Wykaz jednotematycznych prac naukowych (artykutéw naukowych, monografii,
patentow i zgloszen patentowych oraz wdrozen) stanowigcych podstawe postepowania
habilitacyjnego

IF w roku Wktad Liczba

Lp. Publikacja (Podkreslono autora do korespondencji) wadente | ewiee | e

E. Sikora, P. Michorczyk, M. Olszanska J. Ogonowski,
Supercritical CO; extract from strawberry seeds as a
1R | valuable, component of mild cleansing compositions, 1,377 80 (%) 4
International Journal of Cosmetic Science, 37(6), 2015, 574-
578.

E. Sikora, M. Olszanska, J. Ogonowski, Wpfyw dodatku
wybranych ekstraktow roslinnych, otrzymanych przez
2R | ekstrakcje CO,w warunkach nadkrytycznych, na wtasciwosci 0,399 80(%) 1
szamponow do wtoséw, Przemyst Chemiczny, 93(2), 2014,
212-216.

E. Sikora, J. Ogonowski, P. Lulek, Zastosowanie ekstraktéw z
nasion czarnej porzeczki i truskawki, otrzymanych w
warunkach nadkrytycznego CO,, w tagodnych kompozycjach
myjgcych, Przemyst Chemiczny, 93(3), 2014, 339-342.

3R 0,399 70(%) 1

E. Sikora, M. Llinas, M.J. Garcia-Celma, E. Escribano, C.
Solans, Transdermal delivery of forskolin from emulsions
differing in droplet size, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 2015, 126, 541-545.

4R 4,152 55 (%) 6

M. Jaworska, E. Sikora, M. Zielina, J. Ogonowski, Studies on
the formation of O/W nano-emulsions, by low-energy
emulsification method, suitable for cosmeceutical
applications, Acta Biochimica Polonica, 4, 2013, 779-782.

5R 1,389 30(%) 12

M. Miastkowska, E. Sikora, E. Lason, M.J. Garcia-Celma, E.
Escribano-Ferrer, C. Solans, M. Llinas, Nano-emulsions as
vehicles for topical delivery of forskolin, Acta Biochim Pol.
64(4), 2017, 713-718, IF = 1.159

6R 1,159 20% 1

E. Lason, E. Sikora, J. Ogonowski, M. Tabaszewska, t.
Skoczyla, Release study of selected terpenes from
nanostructured lipid carriers, Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspect., 2016, 510, 87-92,

7R 2,829 15% 5

tacznie 11,7

[v)
Srednia — na publikacje 1,67 50,0%



http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2016.06.021

Liczba pkt | Wktad Liczba

Lp. Monografia w jezyku angielskim MNiSW autorski | cytowan?
E. Sikora, Cosmetic Emulsion, Wydawnictwo PK, Krakéw o
8R 2019, ISBN 978-83-65991-50-8 80 100%
Lp. Patenty
9R Patent nr 224161, M. Tabaszewska, E. Sikora, Preparat 30 49%

kosmetyczny do pielegnacji skéry, 2016

Patent nr 224853, Sposdb wytwarzania preparatu
10R | kosmetycznego zawierajgcego ekstrakt z kwiatostandw bzu 30 45%
czarnego, M. Tabaszewska, E. Sikora, t. Skoczylas, 2016

Patent nr 230996, Nowa pochodna alkoholu lupeolu, M.

11R Malinowska, E. Sikora, J. Ogonowski, 2018

30 30%

Patent, nr 232678, Formulacja nanostrukturalnych
nosnikéw lipidowych i sposdb jej wytwarzania, E. Lason, E.
Sikora, J. Ogonowski, decyzja UPRP o udzieleniu patentu z
dnia 25.03.2019

12R 30 35%

Patent na zgtoszenie nr P.413255, Formulacja
nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych i sposéb jej
wytwarzania, E. Lason, E. Sikora, J. Ogonowski, decyzja
UPRP o udzieleniu patentu z dnia 25.06.2019

13R 30 35%

Srednia — na publikacje - 38,8%

@ w oparciu o Scopus 23.04.2019

W pracach [1R - 4R] bytam autorem koncepcji badan, wiekszg cze$¢ badan wykonywatam
osobiscie, pisatam artykuty, ktére przed opublikowaniem byty dyskutowane ze wspodtautorami.
W pracach [5R — 7R] bytam wspodtautorem koncepcji badan, dyskutowatam wyniki, jestem
wspotautorem tekstu, wraz z pozostatymi autorami uczestniczytam w redagowaniu ostatecznej wersji
oraz w korekcie tekstu publikacji przed i po recenzjach. W pracach [1R—-4R, 6R] prowadzitam
korespondencje z edytorem czasopisma oraz przygotowywatam odpowiedzi na recenzje.
W przypadku pracy [8R] jestem autorem monografii, w catosci napisatam i redagowatam tekst oraz
prowadzitam korespondencje z redaktorem naukowym, recenzentami i redakcjg wydawnictwa.

W przypadku patentow [9R i 10R] bytam wspdtautorem koncepcji badan, méj udziat polegat na
opracowaniu receptur opatentowanych preparatéw kosmetycznych, (wybdr jakosciowy i ilosciowy
surowcow, opracowanie parametrow procesu emulsyfikacji), badaniu wtasciwosci fizykochemicznych
i uzytkowych opracowanych produktéw oraz wspdtuczestnictwie w merytorycznym przygotowaniu
opiséw patentowych, konsultacjach i korespondencji z rzecznikiem patentowym. W przypadku prac
[11R — 13R] bytam wspdtautorem koncepcji badan, nadzorowatam realizacje eksperymentodw,
konsultowatam i dyskutowatam uzyskane wyniki, uczestniczyfam w redagowaniu tekstu zgtoszenia
i korekcie ostatecznej wersji wystanej do Urzedu Patentowego Rzeczpospolitej Polskiej (UPRP).
Ponadto prowadzitam korespondencje z Rzecznikiem Patentowym i odpowiadatam na watpliwosci
Eksperta z Urzedu Patentowego.

Kopie prac naukowych i patentéw stanowigcych jednotematyczny cykl publikacji wraz
z oswiadczeniami wspotautorow i wyszczegdlnieniem wktadu indywidualnego autoréw zamiescitam
odpowiednio w Zatgcznikach nr 5 i 6. W zataczeniu do niniejszego wniosku dotgczony jest réwniez
egzemplarz w/w monografii [8R].
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4.3. Omoéwienie celu naukowego oraz najwazniejszych wynikéw i osiggnie¢ zawartych w
w/w pracach wraz z omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. ISTNIEJACY STAN WIEDZY W ZAKRESIE TEMATU PRACY

Przemyst kosmetyczny jest jedng z prezniej rozwijajgcych sie gatezi gospodarki. Wspodtczesny
rynek stawia produktom kosmetycznym coraz wyzisze wymagania. Rosnie zapotrzebowanie na
wielofunkcyjne, bezpieczne w stosowaniu, innowacyjne surowce, przede wszystkim pochodzenia
naturalnego, oraz catkowicie bezpieczne i efektywnie dziatajgce produkty. W 2018 roku wartos¢
rynku naturalnych produktéw kosmetycznych szacowano na poziomie 34,5 mld USD. Podczas gdy
w 2027 roku sprzedaz kosmetykédw naturalnych ma osiggngé wartos¢ 54,5 mld USD [1].

Surowce roslinne moga stanowi¢ zaréwno bazowe sktadniki preparatéw kosmetycznych, jak
rowniez zrodto substancji aktywnych biologicznie, wywierajgcych bezposrednio wptyw na stan skéry
i wtosow. Pod wzgledem chemicznym stanowig one ztozone mieszaniny substancji czynnych:
glikozydow, garbnikdéw, terpenoidéw, zywic, $luzéw, fitohormondéw czy fitosteroli. Za specyficzne
dziatanie surowca zwykle odpowiada zespdt sktadnikéw znajdujacych sie w danym surowcu [2].
Surowce roslinne znajdujg zastosowanie w prawie wszystkich rodzajach kosmetykdéw. Wchodza
w sktad kosmetykédw do mycia, kosmetykéw pielegnacyjnych, kosmetykéw upiekszajacych czy
wyrobow perfumeryjnych. W zaleznosci od rodzaju i zawartosci substancji czynnych przeznaczone sg
do pielegnacji réznego typu skory i wtoséw.

Nalezy podkredli¢, ze sposéb pozyskiwania surowcéw roslinnych wptywa na ich wifasciwosci.
Substancje czynne z surowcéw naturalnych wyodrebniane sg za pomocg réinych metod m.in.:
wytfaczania, w procesach ekstrakcji czy destylacji z parg wodng. Surowiec wyjsciowy stanowia swieze
lub suszone rosliny, w catosci lub poszczegdlne ich czesci (kwiaty, owoce, nasiona, liscie, korzenie,
ktgcza czy kory). Procesy ekstrakcji mogg by¢ prowadzone okresowo lub w sposéb ciagty, przy
zastosowaniu rozpuszczalnikdw réznigcych sie polarnoscia.

Wsrdd stosowanych metod na uwage zastuguje ekstrakcja wspomagana micelarnie (MME)
dodatkowo prowadzona w polu ultradzwiekowym UAMME (ultrasonic assisted micelle-mediated
extraction) [3]. Zastosowanie w procesie MME réznych uktadéw micelarnych pozwala dodatkowo na
zwiekszenie selektywnosci w pozyskiwaniu wybranej grupy aktywnych zwigzkéow chemicznych,
w efekcie w eliminowaniu zwigzkéw o potencjalnym dziataniu alergizujacym [4-6].

Stosunkowo nowa technika, wykazujgca w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami wiele korzysci,
jest ekstrakcja surowca roslinnego ptynami w stanie nadkrytycznym (np. CO;). Proces charakteryzuje
sie duzg wydajnoscig, a uzyskane produkty nie zawierajg pozostatosci konwencjonalnych
rozpuszczalnikdw organicznych. Ponadto ekstrakcje w warunkach nadkrytycznych CO, prowadzi sie
w stosunkowo niskich temperaturach (10-70°C), w atmosferze beztlenowej, co pozwala unikngc
termicznego rozktadu i utleniania bioaktywnych sktadnikdw zawartych w ekstrakcie [7-9].

Oprocz wysokiej jakosci surowcow jednym z istotniejszych warunkéw uzyskania optymalnej
skutecznosci kosmetyku jest opracowanie formulacji, ktdra pozwoli na dostarczanie substancji
aktywnych, zawartych w kosmetyku w gtab skéry. Dlatego przy tworzeniu nowoczesnych receptur
wazna jest umiejetnosé przewidywania zdolnosci substancji do przenikania przez skére [10, 11].

Gtéwnga i podstawowag barierg dla zwigzkdw aktywnych przenikajgcych przez skdre jest warstwa
rogowa naskorka (stratum corneum), ktéra dzieki swojemu lipofilowemu charakterowi oraz zwartej
strukturze uniemozliwia penetracje czasteczek w gtab skory. Wiasciwosci fizykochemiczne stratum
corneum mozna modyfikowal poprzez zastosowanie w recepturze kosmetyku promotoréw
transportu przeznaskérkowego, ktore odwracalnie zmieniajg strukture cementu



miedzykomdrkowego, poprawiajac jego przenikalnosé. Przyjmuje sie, ze dyfuzja substancji aktywnych
przez skére moze zachodzi¢ na dwa sposoby: drogg wewnatrzkomérkowa i miedzykomdrkowa.
Czynnikiem determinujagcym dyfuzje zwigzku aktywnego przez skdre bedg wiec jego wtasciwosci
fizykochemiczne: masa czgsteczkowa, lipofilowosé czy polarnosé. Wraz ze wzrostem powinowactwa
sktadnika aktywnego do lipidowej warstwy naskdrka rosnie jego zdolnos$¢ penetracji przez stratum
corneum, natomiast wiekszo$¢ zwigzkéw o charakterze hydrofilowym ma znacznie ograniczong
mozliwosé penetracji do skory [12, 13]. Choy YB, and Prausnitz MR zaproponowali tzw. “Rule of Five”,
pie¢ najistotniejszych czynnikdw, ktdre wptywajg na przenikanie substancji aktywnych do skéry [14].
Wsrdod wymienionych wifasciwosci substancji dyfundujacej istotng role odgrywa jej masa
czasteczkowa (powinna byé mniejsza od 500 Da), lipofilowos¢ (wartos¢ logarytmu ze wspotczynnika
podziatu, (logP), powinna zawiera¢ sie w granicach 1-5) czy rozpuszczalno$¢ w polarnych czy
niepolarnych rozpuszczalnikach (powyzej 1 mg/mL) [14-16].

Wsréd czynnikdw wptywajgcych na transport przeznaskérkowy substancji aktywnych nalezy
rowniez wymieni¢ forme fizykochemiczng kosmetyku. Dobrze zaprojektowane podtoze (nosnik
substancji aktywnej), stanowi podstawe skutecznie dziatajgcego preparatu kosmetycznego. Baza
kosmetyku, podobnie jak farmaceutyku, moze wptywac¢ na wzrost aktywnosci substancji czynnej.
Wiekszo$¢é opisanych w literaturze badan przeprowadza sie pod kagtem optymalizacji sktadu nosnikow
(formulacji bazowych) w celu zwiekszenia przenikania sktadnikdw aktywnych przez skére [17-19].

Emulsje stanowig najbardziej popularna forme fizykochemiczng preparatéw kosmetycznych, ktéra
skutecznie wspomaga utrzymanie réwnowagi wodno-lipidowej w skérze, a dodatkowo wykazuje
zdolnos¢ transportu substancji aktywnych, zaréwno polarnych, jak i niepolarnych, w gtebsze warstwy
skéry, co podnosi efektywnos¢ dziatania kosmetykdw. Przy czym zaréwno rodzaj emulsji (W/O vs.
O/W), rozmiar kropli fazy zdyspergowanej, rodzaj zastosowanego emolientu [19-22], system
surfaktant/ko-surfaktant [19, 23-24] oraz obecnosci surowcéw wspomagajgcych transport
przeznaskoérkowy [25-27], wptywajg na przenikanie substancji czynnych do skory.

Oprocz klasycznych emulsji, wsréd form produktéw kosmetycznych pojawiajg sie rowniez inne
nosniki substancji aktywnych, takie jak emulsje wielokrotne, mikro- i nanoemulsje [1R, 28-30],
nanodyspersje, mikrokapsutki, liposomy, nanostrukturalne nosniki lipidowe (NLC) [31, 32] czy
kapsutki polimerowe [15, 33]. Ich zaletg jest fakt, ze nie tylko pozwalajg na dostarczenie substancji
czynnej do pozadanego miejsca w skorze, ale takze zmniejszajg potencjalne podraznienia skory lub
chronig niestabilne surowce przed uszkodzeniami powodowanymi przez czynniki Srodowiskowe.

Podsumowujac, obecnie oprécz bezpieczenstwa i odpowiednich wifasciwosci aplikacyjnych od
nowoczesnych produktéw kosmetycznych oczekuje sie przede wszystkim skutecznosci dziatania.

4.3.2. CEL PODJETYCH BADAN

Celem podjetych badan, w odpowiedzi na zapotrzebowanie rynku, byto opracowanie receptur
produktéw kosmetycznych na bazie innowacyjnych, bezpiecznych w stosowaniu surowcow
kosmetycznych naturalnego pochodzenia, spetniajacych standardy COSMOS [34] oraz wyjasnienie
jaki wptyw na efektywnosé dziatania kosmetykdw majg zardwno forma fizykochemicznej produktu,
jak i wtasciwosci surowcow.



4.3.3. EKSTRAKTY Z NASION OWOCOW JAGODOWYCH POZYSKANE W WARUNKACH NADKRYTYCZNEGO CO; JAKO
SUROWCE W PRODUKTACH KOSMETYCZNYCH

Oleje roslinne, stanowigce Zrddto triglicerydédw kwaséw ttuszczowych, od lat stosowane s3g jako
podstawowe emolienty kosmetyczne, ktérych rola polega na nawilzeniu skdry poprzez
wbudowywanie sie w struktury lipidow cementu miedzykomdrkowego i zwiekszanie lipofilowosci
warstwy rogowej naskodrka, w efekcie ograniczeniu transepidermalnego ubytku wody (TEWL). Jak juz
wspomniatam, wspotczesny rynek stawia produktom kosmetycznym coraz wyzsze wymagania. Oleje
roslinne wpisujg sie w aktualne trendy rynkowe jako wielofunkcyjne, bezpieczne w stosowaniu
surowce pochodzenia naturalnego. Oprécz witasciwosci nawilzajgcych, dodatkowo wykazujg dziatanie
odzywcze, regenerujgce, przeciwzapalne czy przeciwdrobnoustrojowe. W bogatej ofercie na rynku
pojawiajg sie nowe, efektywnie dziatajgce, bardzo czesto egzotyczne, ttuszcze roslinne: np. olej
moringa, tamanu, karanja, kukui, buriti, cupuacu, oleje z nasion marakui, granatu czy arbuza [35, 36].
Nalezy podkresli¢, ze stosunkowo wysoka cena naturalnych olejéw nie jest czynnikiem limitujgcym
ich zastosowanie. Z badain europejskiego rynku konsumenckiego wynika, ze dla respondentdéw
wysoka jakos¢ i efektywnosc¢ dziatania kosmetykdow sg wazniejsze niz cena [36].

Z powodzeniem do grupy surowcow stanowigcych zrédto aktywnych lipidéw mozna zaliczyé oleje
pozyskiwane z nasion owocéw jagodowych, takich jak czarna porzeczka, malina, truskawka, jezyna
czy aronia. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze sposrdd krajéw Unii Europejskiej, Polska jest
najwiekszym producentem owocdéw jagodowych. W 2016 roku produkcje tych owocéw szacowano
na ponad 560 tys. ton, z czego ponad 84% przypada na trzy gtéwne gatunki: porzeczke, maline
i truskawke [37]. Jako produkt uboczny przy przetwdrstwie owocdéw na soki i koncentraty pozostajg
wyttoki. Zawierajgce 10—-30% ttuszczu nasiona stanowig od 30 do 50% masy wyttokéw. Odzyskiwanie
z pozostatosci poprodukcyjnej ttuszczu wpisuje sie w ekologiczny trend dotyczacy réwniez surowcéw
kosmetycznych.

W sktad olejéw z nasion owocoéw jagodowych wchodzg zaréwno triglicerydy niezbednych
nienasyconych kwaséw ttuszczowych (NNKT), jak réwniez bioaktywne substancje takie jak fosfolipidy,
tokoferole, karotenoidy, fitosterole czy fitohormony [1R, 38-40]. Zawarto$¢ poszczegdlnych
sktadnikéw biologicznie aktywnych w olejach zalezy od wielu czynnikéw, przede wszystkim od rosliny
stanowigcej zrodto ttuszczu, nie mniej istotny jest sposdb pozyskiwania oleju.

Tradycyjne technologie otrzymywania olejow roslinnych obejmujg procesy ttoczenia na zimno
i/lub ekstrakcje selektywnym rozpuszczalnikiem, np. izoheksanem. Interesujgcg alternatywe dla
surowcow pozyskiwanych tradycyjnymi metodami stanowig oleje otrzymane w procesie ekstrakcji
w warunkach nadkrytycznych ditlenku wegla (SC-CO;). Parametry prowadzenia procesu ekstrakcji
pozwalajg na uzyskanie produktéw o bardzo wysokiej czystosci, wolnych od zanieczyszczenia
konwencjonalnymi rozpuszczalnikami. Ponadto stosunkowo niskie temperatury oraz atmosfera
beztlenowa pozwalajg unikng¢ utleniania oraz termicznego rozktadu bioaktywnych sktadnikéw
zawartych w olejach [7, 41].

Profil kwasow ttuszczowych w wybranych olejach pozyskiwanych z nasion owocéw jagodowych
w warunkach nadkrytycznego CO; przedstawiono w tabeli numer 1. Na szczegdlng uwage zastuguje
wysoka zawartos¢ triglicerydéow kwasdéw linolowego i alfa-linolenowego, a w przypadku oleju z nasion
czarnej porzeczki kwasu gama-linolenowego [1R, 42, 43].



Tabela 1. Struktura kwaséw ttuszczowych w ekstraktach SC- CO; z nasion truskawki (T), czarnej porzeczki
(P), jezyny (J) i aronii (A).

nufr‘:::st?zlny Nazwa kwasu % (w/w) catkowitej zawartosci kwaséw w olejach
kwasu
tluszczowego T P J A
C16:0 Palmitynowy 3.7140.1 5.6+0.1 11.5+0.9 4.510.1
Ci6:1 Palmitoleinowy 0.2+0.0 - - -
C18:0 Stearynowy 1.440.1 1.7+0.0 3.740.3 0.9+0.1
C18:1n-9 Oleinowy 15.7+0.4 12.2+0.2 10.9+0.1 16.4+0.0
C18:2n-6 Linolowy 46.310.2 44.7+0.,2 44.3+1.5 68,8+0.0
C18:3n-3 a-linolenowy 31.540.3 16.0+0.1 25.140.1 7,8+0.0
C18:3n-6 v-linolenowy - 14.9+0.3 - -
C18:4n-3 Stearydonowy - 3.5+0.1 - -
C20:0 Arachidowy 0,810,1 0,2+0,0 2,310,1 -
Cc20:1 Eikozenowy 0,3+0,0 1,2+0,0 2,140,0 -

4.3.3.1 EKSTRAKTY Z NASION OWOCOW JAGODOWYCH POZYSKANE W WARUNKACH NADKRYTYCZNEGO CO,
JAKO WIELOFUNKCYJNE SUROWCE W KOMPOZYCJACH MYJACYCH

Bioragc pod uwage oczekiwane funkcje ekstraktéw pozyskanych w warunkach SC-CO,,
w preparatach do mycia, tj. dziatanie zapachowe, nawilzajgce, regenerujgce i odzywcze dla skéry oraz
wtlosdéw, zoptymalizowano stezenia emolientéw w konicowych formulacjach. Wspomniane surowce
dodawano do receptur w ilosci 0,5-5,0% masowych. Badano wptyw dodatku oleju na wtasciwosci
fizykochemiczne i uzytkowe opracowanych produktow [1R - 3R].

Wyzwaniem technologicznym okazato sie wprowadzenie do hydrofilowych formulacji bazowych,
jakimi s3 preparaty do mycia, hydrofobowych ekstraktow roslinnych. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw, opracowano parametry technologiczne pozwalajgce uzyskaé
stabilne produkty w formie mikroemulsji. W pierwszym etapie oleje (ekstrakty SC-CO,) mieszano
z surfaktantami do uzyskania homogenicznych mieszanin, a nastepnie tgczono z pozostatymi
sktadnikami kompozycji, tj. woda, regulatorami konsystencji, humektantami iregulatorami
kwasowosci. Dla otrzymanych produktéw, przeprowadzono badania stanowigce wyznaczniki jakosci
charakterystyczne dla preparatéw do mycia. Wykonano standardowo pomiary: wartosci pH (pH metr
firmy MetlerToledo), wtasciwosci pianotwdrczych (objetos¢ i stabilnos¢ piany — metoda Ross-
Miles’a), zdolnosci myjagcych (normowa ocena zdolnosSci emulgowania ttuszczu), napiecia
powierzchniowego (stosujac tensjometr STA-1, Sinterface Technologies), lepkosci (reometr rotacyjny
Brookfield, model R/S plus), czystosci mikrobiologicznej (test Mikrocount® Combi firmy Schiilke) oraz
gestosci (metodg hydrostatyczng), zbadano ponadto metnosc (spektrofotometr UV-vis, A=860 nm)
i roztwarzalnos$¢ preparatu w wodzie. Dodatkowo, w oparciu o test probantéw, oceniano wtasciwosci
organoleptyczne produktéw, a dla wybranych formulacji przeprowadzono badania aparaturowe,
potwierdzajgce efektywnos$é dziatania na skére. Do badan zastosowano analizator skéry (AramoTS),
pozwalajgcy oceni¢ stan skéry, (m.in. stopien nawilzenia) przed i po zastosowaniu kosmetykow.
Produkty wytypowane do badan na probantach poddano wstepnie ocenie na potencjat draznigcy,
stosujac Zein Protein Test [44].
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Wyniki badan fizykochemicznych wykazaty, ze otrzymane produkty charakteryzujg sie dobrymi
wiasciwosciami uzytkowymi. Uzyskano produkty o jednorodnej konsystencji, o pH odpowiadajgcym
fizjologicznemu pH skéry (w granicach 5,5-6,5), stabilne w czasie przechowywania, o zabarwieniu
zaleznym od rodzaju i stezenia zastosowanego ekstraktu i charakterystycznym, pochodzgcym od
ekstraktu zapachu. Nalezy podkresli¢, ze dodatek do preparatéw do mycia ekstraktéw pozyskanych
w warunkach nadkrytycznego CO,, (w badanym przedziale stezen), nie zmieniat znaczgco wtasciwosci
fizykochemicznych iuzytkowych kosmetykdw. Produkty zawierajgce oleje wykazywaty zblizone
wiasciwosci myjace i pianotwércze do formulacji bazowych. W szesciostopniowej skali, w ocenie
wiasciwosci myjacych, wszystkie produkty otrzymaty oceny 5 lub 6 punktéw. Co istotne w przypadku
produktéw do kapieli, badane kosmetyki charakteryzowaty sie duzg stabilnoscig piany, w granicach
92-99%. Dodatek ekstraktéw powodowat nieznaczny wzrost napiecia powierzchniowego o okoto 0,1
do 3 mNm w stosunku do receptur bazowych. Zasadniczo wartosci napiecia powierzchniowego 1%
roztworéw kosmetykdw miescity sie w przedziale 23—35 mNm, w zaleznosci od rodzaju i stezenia
zastosowanych surfaktantéw [1R—3R]. Bardziej wyrazne rdznice pomiedzy produktami bazowymi
(bez ekstraktéw) i zawierajgcymi ekstrakty obserwowano jedynie w przypadku lepkosci preparatéw.
Dodatek ekstraktéw z nasion owocéw jagodowych powodowat zmniejszenie lepkosci wraz ze
wzrostem zawartosci olejow (Rys. 1) [1R].

9000
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@ 7000 - -C0.5%St
o 6000
= N -~ C1%St
—, 5000 0
S —x=—C 2% St
2 4000
X 3000
@ 2000

1000
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Rys. 1. Wptyw dodatku SC-CO oleju z nasion truskawki na lepkos¢ kosmetykéw (reometr rotacyjny
Brookfield R/S Plus, uktad pomiarowy stozek/ptytka, T= 25°C) [1R]

Przeprowadzone badania potwierdzity pozytywny wptyw zastosowania olejéw z nasion truskawki
i czarnej porzeczki (ekstraktow pozyskanych w warunkach nadkrytycznych CO,) jako sktadnikow
kompozycji do mycia [1R - 3R]. Zaledwie 0,5% dodatek olejéw wystarczyt, aby znacznie ograniczy¢
odttuszczajgce dziatania siarczanu laurylosodowego. Testy aparaturowe potwierdzity, ze skdra po
myciu kosmetykami z dodatkiem olejéw byta gtadka ibardziej nawilzona. Na rysunku 2
przedstawiono wptyw zawartosci oleju z nasion truskawki, w recepturze kosmetykdw do mycia, na
nawilzenie skory probantéw po umyciu kosmetykiem nie zawierajgcym oleju (C0%St) i produktami
zawierajgcymi rézne stezenia oleju, od 0,5 % (C0,5%St) do 2% (C2%St) [1R].
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Rys. 2. Wptyw dodatku SC-CO, oleju z nasion truskawki (0—-2,0%) na stopien nawilzenia skéry [4R]

Testy mikrobiologiczne potwierdzity czystos¢ badanych produktéw, a test z proteing kukurydzy
(Zeing) — tagodne dziatanie na skdre opracowanych produktéw do mycia.

Reasumujgc, otrzymane wyniki badan wykazaty, ze zastosowanie w preparatach do mycia,
opartych o naturalne surfaktanty ekstraktow z nasion owocéw jagodowych, pozwolito otrzymacé
skuteczne produkty, wykazujgce dodatkowo wtasciwosci pielegnujace i odzywcze.

Pozyskane w warunkach nadkrytycznych CO, ekstrakty z nasion truskawki, czarnej porzeczki czy
jezyny stanowig interesujacg propozycje naturalnych surowcéw o wielofunkcyjnym dziataniu, ktére
moga znalezé zastosowanie jako dodatek do naturalnych kosmetykéow do mycia.

4.3.3.2 EKSTRAKTY Z NASION OWOCOW JAGODOWYCH POZYSKANE W WARUNKACH NADKRYTYCZNEGO CO,
JAKO SKtADNIKI AKTYWNE W PREPARATACH EMULSYJNYCH

Opisany w poprzednim paragrafie, olej z nasion czarnej porzeczki pozyskany na drodze ekstrakcji
w warunkach nadkrytycznych CO, zastosowatam rdéwniez jako sktadnik emulsji kosmetycznych,
zaréowno olej w wodzie (O/W), jak i woda w oleju (W/Q). Preparaty oprdcz oleju z nasion czarnej
porzeczki zawieraty w swoim skfadzie ekstrakt z kwiatostandéw czarnego bzu (Sambucus nigra) [9R,
10R]. Kwiaty czarnego bzu stanowig bogate Zzrédto zwigzkdéw z grupy di- oraz triterpendw, polifenoli,
flawonoidéw, garbnikdw oraz olejku eterycznego, dzieki zawartosci tych substancji wykazuja
dziatanie antyutleniajgce, bakteriobdjcze oraz wirusobdjcze i odgrywajg ogromng role w procesie
regeneracji uszkodzonych tkanek [4, 45].

Opracowane formulacje w zaleznosci od zawartosci substancji aktywnych, mogg znaleié
zastosowanie jako produkty o wtasciwosciach pielegnacyjnych lub leczniczych. Odpowiednio
preparaty z duzg zawartoscig substancji czynnych (ekstraktu z kwiatéw czarnego bzu i ekstraktow
olejowych pozyskanych w warunkach nadkrytycznych CO,) mogg znalezé zastosowanie, jako produkty
przyspieszajgce gojenie sie ran, odlezyn, o dziataniu przeciwzapalnym, skutecznie regenerujace
komérki naskérka. Zmniejszenie ilosci substancji aktywnych pozwoli uzyskaé kosmetyki pielegnacyjne
o dziataniu nawilzajgcym, wzmacniajgcym bariere naskérkows, dziatajgce regenerujgco na skore,
wygtadzajgce zmarszczki, a takze tagodzacych stany zapalne skéry [9R-10R]. Przeprowadzone zgodnie
zwymaganiami  stawianymi preparatom kosmetycznym [46] badania: fizykochemiczne,
mikrobiologicznej oraz dermatologiczne wykazaty, ze opracowane produkty sg bezpieczne
w stosowaniu, nie powodujg podraznien i odczynu alergicznego podczas stosowania. Ponadto
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badania aparaturowe z udziatem grupy probantéw potwierdzity dziatanie nawilzajace i wygtadzajace
opracowanych preparatow.

4.3.3.3 NANOSTRUKTURALNE NOSNIKI LIPIDOWE (NLC) JAKO FORMA FIZYKOCHEMICZNA ZWIEKSZAJACA
STABILNOSC FIZYKOCHEMICZNA EKSTRAKTOW SC-CO2 Z NASION CZARNEJ PORZECZKI | TRUSKAWKI

Oleje z nasion owocéw jagodowych pozyskane w warunkach SC-CO,, ze wzgledu na znacznag
zawartosc triglicerydéw kwasow ttuszczowych wielonienasyconych, szczegdlnie omega-3 i omega-6,
oraz zawarto$¢ innych cennych substancji aktywnych mogg znalezé réwniez zastosowanie jako
dodatki do zywnosci czy nutriceutyki. Metoda produkcji, jakg jest ekstrakcja w warunkach
nadkrytycznych ditleneku wegla (bezpiecznym, nietoksycznym, ekologicznym rozpuszczalnikiem)
pozwala zachowaé wtasciwosci zwigzkédw aktywnych oleju [7]. Niemniej jednak obecnos¢ NNKT
powoduje, ze surowce te w trakcie przechowywania sg podatne na procesy utleniania zachodzace
pod wptywem czynnikdw zewnetrznych (tlenu z powietrza czy swiatta stonecznego), co ogranicza
okres ich trwatosci. Zwiekszenie stabilnosci Swiezo otrzymanych olejéw, mozna uzyska¢ m.in. poprzez
ograniczenie lub wyeliminowanie ich kontaktu z tlenem, S$wiattem oraz jonami metali
wielowartosciowych (miedzi, zelaza) lub tez przez wzbogacenie olejow dodatkiem antyutleniaczy
(inhibitoréw utleniania). Skutecznie dziatajg tu przeciwutleniacze syntetyczne, aczkolwiek ze wzgledu
na zagrozenie dla zdrowia kfadziony jest duzy nacisk, aby ograniczy¢ ich stosowanie [40, 47].

W ostatnich latach coraz bardziej popularng forme nosnika dla wrazliwych na warunki
zewnetrzne substancji aktywnych, zaréwno w produktach farmaceutycznych, kosmetycznych, a takze
w suplementach diety, stanowig nanoczastki lipidowe [48, 49]. SLN (state nanoczastki lipidowe) i NLC
(nanstrukturalne nosniki lipidowe) stosowano z powodzeniem do kapsutkowania takich substancji
aktywnych jak koenzym Q10 [50], tokoferol [51], retinol [52] czy palmitynian askorbylu [53].

Z fizykochemicznego punktu widzenia nanoczastki lipidowe sg dyspersjami ze statym rdzeniem
lipidowym, przy czym moze to by¢ pojedynczy lipid badz mieszanina lipidow (glicerydy, kwasy
ttuszczowe, woski, steroidy) [31]. Nosniki te sktadajg sie z fazy ttuszczowej (od 0,1 do 30%)
zdyspergowanej w roztworze wodnym z dodatkiem surfaktantu (od 0,5 do 5%). Rozmiar nanoczastek
lipidowych zazwyczaj miesci sie w granicach od 40 do 1000 nm [54]. Inkorporowanie substancji
bioaktywnych, jak NNKT, do nanoczgstek lipidowych chroni je przed chemiczng degradacjg,
a dodatkowo zapewnia szereg innych korzysci jak: kontrolowane uwalnianie, zwiekszong
biodostepnosé, stabilnos¢ [32, 55].

W kolejnym etapie badan, dotyczacych zastosowania ekstraktow z nasion owocow jagodowych,
otrzymanych w wyniku ekstrakcji nadkrytycznym CO,, jako wielofunkcyjnych skfadnikéw aktywnych
produktéw kosmetycznych podjeto prébe opracowania formulacji, ktore zapewnityby stabilnosc¢
chemiczng olejow, ograniczajac ich ulenianie pod wptywem czynnikéw atmosferycznych. W oparciu
o wczesniejsze doswiadczenia Zespotu, ktérym kieruje [32], w otrzymywaniu, badaniu witasciwosc
fizykochemicznych i zastosowaniu NLC podjeta zostata prdba zastosowania nanoczastek lipidowych
jako alternatywnej formy ochrony olejow z nasion czarnej porzeczki i truskawki. Opracowane
formulcje sktadaty sie z fazy ttuszczowej zawierajgcej: 1-5% wagowych w/w olejow oraz 5-15% wag.
modyfikowanego wosku pszczelego, zdyspergowanej w roztworze wodnym niejonowego surfaktantu
z grupy alkilopoliglukozydéw. Stezenie emulgatora miescito sie w przedziale 2 do 5% [12R, 13R].
Nanoczgstki lipidowe otrzymano dwiema metodami. Zastosowano metode homogenizacji
wysokocisnieniowej (HPH) oraz utradzwieki. W obu przypadkach zasadniczy etap homogenizacji
poprzedzony byt etapem przygotowanej wstepnie pre-emuls;ji, ktérg w kolejnym etapie poddawano
zasadniczemu procesowi homogenizacji [56].
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Sredni rozmiar i rozktad wielkosci czgstek badano, stosujgc technike dynamicznego rozpraszania
Swiatta (DLS), stabilno$¢ otrzymanych formulacji okreslano makroskopowo oraz za pomocy
analizatora skoncentrowanych dyspersji cieczowych Turbiscan Lab® Expert (urzadzenie umozliwia
$ledzenie kinetyki zmiany wielkosci czgstek spowodowane koalescencjg lub flokulacjg). W celu oceny
stabilnosci chemicznej olejow zainkorporowanych w NLC przeprowadzono test oksydacyjny. Dla
czystych i zainkorporowanych w NLC olejéw, poddanych procesowi przyspieszonego starzenia [56],
wykonano pomiary wartosci liczby nadtlenkowej (POV) [57]. Oznaczenia wykonano dla swiezych
prébek oraz po 7 tygodniach stazowania. W tabeli 2 zamieszczono wyniki pomiaréw.

Tabela 2. Wartosci liczby nadtlenkowej (POV) dla czystych olejow z nasion truskawki (ST) i Czarnej
porzeczki (BC) oraz dla zainkorporowanych w nanoczgstkach lipidowych NLC/ST (nanoczastki zawierajgce
olej z nasion truskawki), NLC/ BC (nanoczastki zawierajace olej z nasion czarnej porzeczki) [12R, 13R]

Wartosci liczby nadtlenkowej (POV) [mmol 0/kg]
Formulacja Czas stazowania
1 dzien 7 tygodni
NLC/ST 12,15 13,25
ST 34,51 55,19
NLC/ BC 9,99 11,6
BC 30,7 68,7

Poréwnujgc dane zamieszczone w tabeli 2 wida¢, ze zastosowanie NLC w znacznym stopniu
ograniczyto utlenianie olejow. Otrzymane wyniki potwierdzity skuteczno$¢ nanostrukturalnych
nosnikéw lipidowych jako formy ochrony bogatych w NNKT olejéw.

Bardzo wazinym dla mnie zatozeniem podczas wykonywania pracy naukowej byto tgczenie
tematyki podjetych badan z mozliwoscig ich aplikacji w przemysle, dlatego wyniki prowadzonych
badan sg przedmiotem patentu i zgloszenia patentowego [12R, 13R]. Opracowana czysta
i proekologiczna technologia otrzymywania formulacji nanostrukturalnych nosnikéw lipidowych
zawierajgcych oleje z nasion truskawek i czarnej porzeczki pozyskane w warunkach SC-CO, znalazta
zainteresowanie wsrdod producentéw kosmetykow. Wyniki prowadzonych prac, postrzegane jako
nowoczesne dziatanie rozwojowe, niezbedna w podnoszeniu poziomu innowacyjnosci matych
i Srednich firm, zostaty skomercjalizowane w formie licencji udzielonych przez Politechnike
Krakowska.

4.3.4 WPEYW FORMY FIZYKOCHEMICZNEJ (PODtOZA) NA EFEKTYWNOSC DZIALANIA KOSMETYKU

Jak juz wspomniano we wstepie, oprdocz wysokiej jakosci surowcéw jednym z istotniejszych
warunkdéw uzyskania optymalnej skutecznosci kosmetyku jest opracowanie formulacji, ktéra pozwoli
na dostarczanie do skdéry substancji aktywnych, zawartych w kosmetyku.

Podstawowg i najbardziej rozpowszechniong formg wyrobdw kosmetycznych sg emulsje.
Stanowig homogeniczny uktad dyspersyjny sktadajgcy sie z wielu niemieszajacych sie substancji,
takich jak: weglowodory, ttuszcze, woski, substancje zapachowe oraz woda i substancje hydrofilowe.
Emulsje skutecznie wspomagajg utrzymanie rownowagi wodno-lipidowej w skérze, a dodatkowo
wykazujg zdolno$¢ transportu substancji aktywnych, zaréwno polarnych, jak i niepolarnych, w
gtebsze warstwy skéry, co podnosi efektywnos$¢ dziatania kosmetykéw.

W monografii Cosmetic emulsions [8R] oméwitam najwazniejsze zagadnienia dotyczace emulsji
jako formy kosmetykéw. Przedstawitam aspekty zwigzane z witasciwym projektowaniem sktadu,
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doborem surowcdw, wymaganiami dotyczacymi jakosci i bezpieczenstwa produktéw kosmetycznych
oraz procedurami obowigzujgcymi przy wprowadzaniu produktdw kosmetyczny na rynek.

Praca podzielona jest na kilka rozdziatdw, zasadniczg czes¢ poprzedza rozdziat 2, w ktdrym
przedstawiono fizykochemiczne podstawy dotyczgce otrzymywania i stabilizacji uktadéw
emulsyjnych, bedgce podbudowg do dalszych czesci opracowania. W kolejnych rozdziatach czytelnik,
zostaje wprowadzony w aspekty surowcowo-technologiczne, istotne dla zrozumienia czynnikdéw
wptywajacych na efektywnos¢ dziatania preparatéw emulsyjnych. W tej czesci scharakteryzowatam
podstawowe grupy surowcéw stosowanych w emulsjach kosmetycznych: emulgatory, emolienty oraz
substancje hydrofilowe o dziataniu nawilzajgcym. Dalej omodwitam substancje pomocnicze
odpowiedzialne za stabilno$¢ chemiczng i mikrobiologiczng emulsji oraz ich wtasciwosci
organoleptyczne, czyli antyutleniacze, substancje konserwujgce, regulatory konsystencji
i kwasowosci. W rozdziale 5 przedstawitam rézne sposoby klasyfikacji emulsji kosmetycznych oraz
omowitam wtasciwosci, dziatanie oraz przyktadowe receptury (wraz z metodyka wykonania)
wybranych grup produktéw. Przedstawitam wybrane receptury uniwersalnych baz emulsyjnych,
kosmetykdéw oczyszczajgcych, nawilzajgcych, ochronnych (ze szczegélnym uwzglednieniem srodkéw
promieniochronnych) oraz kosmetykow anti-age. W rozdziale poswieconym kosmetykom
przeciwstarzeniowym uwage zwrdcitam na szczegdlng role surowcédw pochodzenia naturalnego:
surowcow roslinnych i otrzymywanych w procesach biotechnologicznych. Zaprezentowatam zaréwno
powszechnie stosowane surowce, jak i bedgce efektem prac badawczych, innowacyjne rozwigzania,
dopiero pojawiajgce sie na rynku, takie jak ekstrakty roslinne pozyskane w warunkach
nadkrytycznych CO,, ekstrakty z roslinnych komadrek macierzystych czy funkcjonalne peptydy.

Reasumujac, przedstawiona monografia stanowi kompendium wiedzy dotyczacej produktow
kosmetycznych w formie fizykochemicznej jaka jest emulsja.

4.3.4.1. WPLYW STOPNIA ZDYSPERGOWANIA FAZY WEWNETRZNEJ EMULSJI NA EFEKTYWNOSC DZIAtANIA
KOSMETYKOW

W przypadku uktadéw emulsyjnych nie bez znaczenia jest zaréwno typ emulsji, rodzaj
zastosowanych emolientéw, rodzaj zastosowanego emulgatora czy ko-emulgatora, a takze obecnosc¢
surowcow wspomagajgcych transport przeznaskorkowy.

Dobrze zaprojektowane podtoze (nosnik substancji aktywnej) stanowi podstawe skutecznie
dziatajgcego preparatu kosmetycznego. Wiekszosé opisanych w literaturze badan przeprowadzana
jest pod katem optymalizacji sktadu nosnikdw, w celu zwiekszenia przenikalnosci sktadnikéw
aktywnych przez skére [17-19]. Ponadto wptyw wielkosci kropli fazy zdyspergowanej emulsji na
szybko$¢ dostarczania sktadnikdéw aktywnych przez skére jest przedmiotem wielu publikacji i nadal
stanowi Zrédto kontrowersji. Wiekszo$¢ autoréw uwaza, ze wielkos¢ kropli fazy wewnetrznej wptywa
na dostarczanie sktadnikéw aktywnych [19, 58-61], jednak mozna znalez¢ wyniki badan wskazujgce
na brak takiej zaleznosci [62, 63].

W celu lepszego zrozumienie zaleznosci przenikania substancji aktywnej przez skére od stopnia
rozdrobnienia fazy zdyspergowanej emulsji, opracowano receptury makro- i nanoemulsji,
zawierajgce 0,075% forskoliny [4R, 6R]. Forskolina jest diterpenem ekstrahowanym zkorzenia
pokrzywy indyjskiej. Poniewaz wykazuje wptyw na wzrost stezenia cyklicznego AMP (cAMP)
w komoérkach, charakteryzuje sie szerokim spektrum aktywnosci biologicznej [64-66]. W ostatnich
latach wiele uwagi poswieca sie dziataniu promieniochronnemu i przeciwnowotworowemu tego
diterpenu. Z doniesien literaturowych wynika, ze forskolina stymuluje produkcje melanocytéw
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w skdrze do wytwarzania pigmentu chronigcego przed promieniowaniem UV i jego skutkami
ubocznymi, m.in. rakiem skdéry [67-71].

Testy przenikania forskoliny z emulsji O/W (tabela 3) réznigcych sie wielkoscig kropli fazy olejowe
(FK1 0 d=10,01 um i FK2 o0 d=0,37 um) oraz z nanoemulsji (tabela 4), przeprowadzono w badaniach in
vitro, stosujac jako membrane ludzka skére, pochodzacy z zabiegdw chirurgicznych [4R, 6R].

Tabela 3. Sktad makroemulsji (FK1, FK2) [4R]

Nazwa sktadnika (INCI) % mas
Caprylic/Capric Triglceryde (MCT)
Isohexadecane 3
Steareth-2
C13-Cy5 Pareth-7 4
Water do 100
Forskolin 0.075

Do otrzymania nanoemulsji zastosowano metode skfadnikowe] inwersji faz (Phase Inversion
Composition, PIC), nalezgca do niskoenergetycznych metod emulsyfikacji [5R]. Proces polegat na
stopniowym dodawaniu wody do mieszaniny oleju (triglicerydy kwasow kaprynowego i kaprylowego)
i surfaktantu. Jako surfaktanty zastosowano niejonowe zwigzki powierzchniowo-czynne z grupy
oksyetylenowanych estréw sorbitanu i kwaséw ttuszczowych. Nanoformulacje otrzymano
w temperaturze pokojowej. Analize rozmiaru czgstek fazy zdyspergowanej (d), wspodtczynnik
polidysperyjnosci (PDI) oraz badania stabilnosci przeprowadzono metodg dynamicznego rozproszenia
Swiatta (DLS), za pomocg aparatu Nano Zetasizer ZS [6R].

Tabela 4. Charakterystyka badanych nanoemulsji [6R]

Emulsja 0/S Ratio (20/80) d (hm) £ S.D. (n=3) PDI
NE1F Polysorbate 80/MCT 118 +£10 0,370
NE2F Polysorbate 40/MCT 111 +15 0,338

MCT - $redniotaricuchowe triglicerydy, Caprylic/Capric Triglceryde

Polysorbate 80 — oksyetylenowany monooleinian sorbitanu (HLB=15)

Polysorbate 40 — oksyetylenowany monopalmitynian sorbitanu (HLB=15,6)

Rozmiar kropli (d) i wspotczynniki polidyspersyjnosci (PDI) otrzymane na podstawie pomiaréw DLS

Badania przenikania forskoliny prowadzono w termostatowanych komorach dyfuzyjnych Frantza
z zastosowaniem systemu MicroettePlus®. Stezenie diterpenu w roztworze receptora (mieszanina
buforu fosforanowego, o pH=7,4 i EtOH) analizowano za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC), stosujgc detektor UV.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze rozmiar kropli fazy zdyspergowanej w emulsji nie wptywa znaczaco
na penetracje sktadnika aktywnego do skoéry. Jak mozemy zauwazy¢ (Rys. 3), ilo$¢ substancji
aktywnej, ktéra przenikneta przez skére w ciggu 24h z badanych formulacji byta zblizona (72.10 +
0.78%, 63.54 + 1.33% and 69.32 + 9.04%, odpowiednio z FK1, FK2 i oleju) i poréwnywalna z iloscia,
ktdra przenikneta z nanoemuslji (69.92+8.89%, 71.49+7.11% odpowiednio z NE1F, NE2F), (Rys. 4).
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Rys. 3. Wptyw bazy kosmetycznej na przenikanie forskoliny przez skére, z klasycznej emulsji (FK1,
FK2) oraz z oleju [4R].
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Rys. 4. Wptyw bazy kosmetycznej na przenikanie forskoliny przez skére z nanoemulsji
stabilizowancyh réznymi emulgatorami (NEF1, NEF2) [6R].

Na podstawie wynikdw uzyskanych z badania przenikalnosci i w oparciu o pierwsze prawo dyfuzji
Fick’a opisano transport forskoliny z badanych formulacji przez skdre, wyznaczajgc parametry
istotne dla efektywnego recepturowania (m.in. przeptyw sktadnika aktywnego przez jednostke
powierzchni w jednostce czasu (J) wspoétczynnik podziatu forskoliny miedzy nosnikiem a stratum
corneum (K), oraz wspétczynnik przenikania (rozprzestrzeniania) forskoliny w warstwie rogowej
naskdrka (kp). Do obliczern zastosowano analize statystyczng z wykorzystaniem pakietu
statystycznego STATISTICA 8, w oparciu o analize wariancji ANOVA (Analysis Of Variance). Na

poziomie istotnosci p=0,05 mozna stwierdzié, ze nie ma istotnie statystycznie réznic. Otrzymane dla
forskoliny wyniki zamieszczono w tabelach 5i 6.

Tabela 5. Parametry opisujgce transport forskoliny z emulsji przez skére (n=4) [4R]

. Jss T, Kp-103 P1 P,-102
Emulsiz  gemihly)  (h) (cm-hY) (cm) (h)
FK1 5.99 6.04 7.98 0.291 2.76
(5.63-6.08)  (5.13-6.54)  (7.51-8.11)  (0.231-0.314) (2.50-3.20)
FK2 4.36 3.92 5.82 0.146 4.40
(3.86-4.89) (3.2-4.63) (5.15-6.52) (0.111-0.181) (3.60-5.20)
Oil 8.45P 11.362P 11.26° 0.72° 1.472b
(6.99-9.39)  (10.65-11.64)  (9.30-12.51)  (0.63-0.87) (1.43-1.56)

a, b p<0.05 odpowiednio dla FK1, FK2
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Tabela 6. Parametry opisujgce transport forskoliny z nanoemulsji przez skére (n=4) [6R]

) Jss T Kp-103 P1 P,-102
Formulaqa (ug_cm»z_h»l) (h) (cm-h‘l) (cm) (h-l)
NE1F 6.91+0.75 8.82 +0.90 9.21 +1.00 0.49 +0.10 1.90 + 0.002
NE2F 4.92" +0.44 2.75"+0.36 6.55" +0.59 0.108" + 0.019 6.13"+0.80

p<0.05 dla NE1F
Parametry Py, P2, zgodnie z réwnaniem 1, okreslajg wspétczynnik przenikania substancji aktywnej.

kp =P, +P; (1)

gdzie: P1= Koctanol/woda /L @ P2=D/L
ko, — wspdtczynnik przenikania, okresla predkosc¢ z jakg substancja chemiczna przenika
i rozprzestrzenia sie w warstwie rogowej naskorka,
Koctanol/woda — WSpOtczynnik podziatu oktanol/ woda (logK jest miara lipofilowosci substancji),
L - dtugosc¢ drogi dyfuzji czasteczki penetrujacej
D - wspétczynnik dyfuzji czgsteczki penetrujacej

Wyniki przeprowadzonych badan przenikania przez skdre wykazaty, ze wprowadzana do emulsji
forskolina penetruje w wysokim stopniu skdre ludzkg (do 72,10 + 0,78%). Nie stwierdzono jednak
korelacji miedzy wielkoscig kropli fazy wewnetrznej emulsji a przenikaniem forskoliny przez skére.
Wyniki te sg zgodne z wynikami uzyskanymi dla tetrakainy w pracy lzquierdo i wspétautoréw [63].
Brak znaczacych réznic w przenikaniu forskoliny z emulsji réznigcych sie rozmiarem kropli fazy
wewnetrznej mozna ttumaczy¢ tym, ze forskolina jest substancjg lipofilowg (logKoctanol/water=3,11)
wiec charakteryzuje sie znaczgcym powinowactwem do fazy olejowej oraz/lub jej absorbcjg na
granicy faz olej/woda [72]. Otrzymane wyniki potwierdzajg poglad, ze przenikanie przez skére jest
procesem przede wszystkim kontrolowany przez dyfuzje.

4.3.4.2. WPLYW WEASCIWOSCI SUBSTANCJI AKTYWNEJ NA JEJ PRZENIKANIE PRZEZ SKORE

Poniewaz wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity, ze czynnikiem w istotny sposdb
determinujgcym przenikanie substancji przez stratum corneum jest lipofilowo$¢ czasteczki, poniewaz
wptywa na wspdtczynnik podziatu baza/ warstwa rogowa naskérka, gtéwnym zatozeniem kolejnego
etapu badan byta ocena wptywu masy czgsteczkowej wybranych zwigzkdw na uwalnianie z nosnika
[7R]. W badaniach, oprdcz forskoliny, zastosowano zwigzki z grupy mono- i triterpendw.
Przedstawicielem monoterpenéw byt kwas geraniowy, poniewaz wykazuje wiasciwosci
przeciwgrzybiczych [73], a takze jest inhibitorem tyrozynazy moze wiec znalez¢ zastosowanie jako
substancja depigmentacyjna i wybielajgca [74]. Natomiast przedstawicielem zwigzkéw z grupy
triterpendw byt kwas ursolowy, charakteryzujgcy sie szerokim spektrum aktywnosci. Wykazujgcy
dziatanie antyoksydacyjne [75], przeciwzapalnych [76] oraz hepatoprotekcyjne
i przeciwnowotworowe [77,78].

Jako innowacyjng forme dostarczania substancji aktywnych do skéry zastosowano NLC. Jak
wspominano juz wczesniej nanoczastki lipidowe stosowane sg jako forma ochronny substancji
wrazliwych na destrukcyjne dziatanie czynnikdw zewnetrznych. Przede wszystkim jednak znajduja
zastosowanie jako transdermalne systemy nosnikow dla stabo rozpuszczalnych, hydrofobowych
zwigzkow aktywnych. Co warto podkreslié, ich zastosowanie pozwala na kontrolowane uwalnianie
substancji aktywnych i ograniczenie ogdlnoustrojowych efektéw ubocznych [31, 32, 54].
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NLC zawierajgce zwigzki terpenowe, (kwas geraniowy, forskoline i kwas ursolowy), w ilosci
0,075%, otrzymano metodg homogenizacji ultradzwiekowej, stosujac receptury wytypowane
w wyniku wczesniejszych badan [31]. W sktadzie formulacji jako ciekty lipid zastosowano triglicerydy
kwaséw kaprynowego i kaprylowego a jako staty - modyfikowany wosk pszczeli, (w stosunku 3:7).
Ukfad stabilizowano poprzez dodatek 4% glukozydu decylowego. Sredni rozmiar czastek
zawierajgcych terpeny wynosit 101, 106 i 98 nm, odpowiednio dla NLC z kwasem geraniowym,
forskoling i kwasem ursolowym (analiza DLS). O duzej stabilnosci otrzymanych uktadéw swiadczyty,
wartosci potencjatu zeta okoto -30 mV. Badania uwalniania substancji aktywnych z NLC
przeprowadzono metodg mikrodializy [79], stosujgc membrany dializacyjne z regenerowanej celulozy
(Spectra/Por® Dialysis Membrane). Roztwor akceptorowy stanowita mieszanina buforu
fosforanowego (PBS) i etanolu. Stezenie terpendw w roztworze akceptorowym analizowano stosujac
HPLC [7R].

Otrzymane profile uwalniania charakteryzowat przebieg dwufazowy [7R]. Wiekszo$¢ substancji
aktywnej zainkorporowanej w NLC, zostato uwolnione w ciggu pierwszych 5 godzin, odpowiednio
49,3% - kwasu geraniowego, 33,9 % - forskoliny i 30,3% - kwasu ursolowego (rys. 5). W czasie
kolejnych kilkunastu godzin proces uwalniania miat wolniejszy, stopniowy charakter. Stezenie
terpendw w roztworze akceptorowym wzrosto jeszcze o kilka procent i po czasie 24 godzin wynosito
odpowiednio 56,8% dla kwasu geraniowego, 55,6% dla forskoliny i 61,7% dla kwas ursolowy [7R].
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Rys. 5. Wptyw masy czasteczkowej substancji (GA — kwas geraniowy, F— forskolina and UA — kwas
ursolowy) na uwalnianie z NLC

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze oprécz lipofilowosci dodatkowo struktura chemiczna
zwigzkéw wptywa na proces ich uwalnianie z nosnika. Wskazaty réwniez na duzy potencjat
nanoczgstek lipidowych, nie tylko jako formy ochronny substancji wrazliwych na dziatanie czynnikéw
zewnetrznych, ale rédwniez jako systemdéw kontrolowanego dostarczania zwigzkéw aktywnych,
zarowno do natychmiastowego jak i przedtuzonego w czasie dziatania.

4.3.4.3. WPLYW MODYFIKACJI STRUKTURY SUBSTANCJI NA JEJ AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Poniewaz prowadzone badania jednoznacznie wykazaty, ze wifasciwosci substancji czynnych
wplywajg na jej przenikanie z nosnika, w poszukiwaniu surowcéw o optymalnej aktywnosci
biologicznej i wysokiej skutecznosci, wraz z Zespotem, podjetam probe modyfikacji struktury lupeolu,
alkoholu z grupy triterpendw, substancji pochodzenia naturalnego pozyskiwanej z kory brzozy, znanej
z szerokiego spektrum aktywnosci biologicznej.
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W wyniku modyfikacji struktury lupeolu, otrzymano izonikotynian lupeolu, nie opisany dotychczas
w literaturze zwigzek biologicznie aktywny [11R]. Ocena dermatologiczna zsyntezowanego estru,
potwierdzita brak cytotoksycznosci i dziatania draznigcego na skére. W badaniach zastosowano
metode EpiDerm™ SIT (EPI-200), bazujgcg na modelu rekonstruowanego ludzkiego naskérka (RhE).
Oznaczenie polegato na natozeniu odpowiedniej ilosci 0,5% roztworu badanego zwigzku na
powierzchnie modelu naskdrka. Rozpuszczalnik stanowity triglicerydy kwaséw kaprynowego
i kaprylowego (Crodamol GTCC). Roéwnoczesnie z izonikotynianem, badaniu poddano prébe
pozytywng (PC), czyli 5% roztwar soli sodowej siarczanu alkoholu laurylowego oraz prébe negatywng
(NC), ktérag stanowita czysta baza olejowa Crodamol GTCC. Pomiar potencjatu draznigcego wykonano
zgodnie z procedurg SOP (ang. Standard Operation Protocol) [78]. Po 42 godzinach inkubacji, za
pomocg testu kolorymetrycznego, oceniono zywotnos¢ komoérek.

Przeprowadzone testy in vitro potwierdzity, ze modyfikacja struktury czasteczki pozwala otrzymac
skuteczniejszg w dziataniu substancje aktywna. Zsyntezowana pochodna lupeolu efektywnie
wptywata na regeneracje komérek skory i znacznie przyspieszata proces jej regeneracji. Izonikotynian
lupeolu wykazywat aktywnos¢ proliferacyjna, o prawie 50% wyzszg niz zwigzek wyjsciowy [11R].
Zdolnos¢ do indukcji proliferacji komoérek dla estru miescita sie na poziomie 134,1% podczas gdy
w przypadku czystego alkolou wartos¢ ta wynosita 89,2% (rys. 6).
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Rys. 6. Ocena potencjatu draznigcego izonikotynianu lupeolu i lupeolu metodg Epiderm [11R]

Dodatkowo, otrzymany ester charakteryzowata prawie 20-krotnie wyzszg aktywnosc
antyoksydacyjna w poréwnaniu z lupeolem [11R, 81].

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity réwniez bezpieczenstwo obu surowcow,
izonikotynian lupeolu, podobnie jak lupeol, nie powodowat powstawania odczynu zapalnego
komarek naskorka. Zsyntezowana nowa, nieopisana w literaturze substancja, (izonikotynian lupeolu),
moze wiec znalez¢ zastosowanie jako potencjalny sktadnik aktywny preparatéw kosmetycznych
i farmaceutycznych przeznaczonych dla szerokiej grupy odbiorcéow, do pielegnacji, regeneracji
i leczenia skory.
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4.4. Najwaziniejsze osiggniecia i elementy nowosci naukowej

Wsrod najwazniejszych wynikow i osiggnieé przeprowadzonych badan nalezy wymienié:

1.

Opracowanie receptur i technologii otrzymywania nowej generacji, ekologicznych i bezpiecznych
w stosowaniu kosmetykéw do mycia (szampondw, zeli pod prysznic, ptyndw do kapieli) w formie
mikroemulsji, z udziatem ekstraktéw roslinnych otrzymywanych w warunkach nadkrytycznego
CO2, jako wielofunkcyjnych surowcéw kosmetycznych, (emolientéw i rédwnoczesnie zrédta
substancji aktywnych )[1R -3R].

Opracowanie, zgodnie ze standardami COSMOS, receptur i technologii otrzymywania

innowacyjnych, naturalnych kosmetykéw emulsyjnych do pielegnacji skéry, o szerokim spektrum

dziatania, z udziatem ekstraktéw roslinnych otrzymywanych w warunkach nadkrytycznego CO2.

e Patent nr 224161, M. Tabaszewska, E. Sikora, Preparat kosmetyczny do pielegnacji skory,
2016

e Patent nr 224853, Sposob wytwarzania preparatu kosmetycznego zawierajgcego ekstrakt
z kwiatostandw bzu czarnego, M. Tabaszewska, E. Sikora, t. Skoczylas, 2016

Opracowanie receptury i technologii otrzymywania nanostrukturalnych nosnikow lipidowych
(NLC), nowatorskich produktéw zaréwno pod wzgledem formy fizykochemicznej jak
i efektywnosci dziatania. Opracowane NLC stanowig innowacyjng, wielofunkcyjng posta¢ nosnika
dla wrazliwych na warunki zewnetrzne substancji aktywnych jakimi sg oleje z pestek nasion
owocéw jagodowych (z nasion truskawki i czarnej porzeczki); wptywajg na zwiekszenie
skutecznosci dziatania, bezpieczerstwo stosowania oraz poprawe wtasciwosci sensorycznych
produktédw kosmetycznych.

e Patent nr 232678, Formulacja nanostrukturalnych nosnikow lipidowych i sposob jej
wytwarzania, E. Lason, E. Sikora, J. Ogonowski, decyzja UPRP o udzieleniu patentu z dnia
25.03.2019

e Patent na zgfoszenie nr P.413255, Formulacja nanostrukturalnych nosnikdw lipidowych
i sposdb jej wytwarzania, E. Lason, E. Sikora, J. Ogonowski, decyzja UPRP o udzieleniu patentu
z dnia 25.06.20189,

Wykazanie, ze przenikanie substancji aktywnych przez skdre jest procesem przede wszystkim
kontrolowany przez dyfuzje, a czynnikiem w istotny sposdb determinujgcym przenikanie przez
stratum corneum sg witasciwosci czasteczki w tym struktura oraz lipofilowosé, ktora wptywa na
wspotczynnik podziatu nosnik/ warstwa rogowa naskérka [4R, 6R, 7R].

Wykazanie, ze struktura substancji aktywnej wptywa na efektywnosc jej dziatania. Otrzymanie na

bazie modyfikacji struktury lupeolu, nowej substancji, ktéra wykazywata znaczgco wyiszg

aktywnos¢ biologiczna, w porédwnaniu z wyjsciowy zwigzkiem. Opracowanie nowej, ekologicznej

Sciezki syntezy estréw lupeolu.

e Patent nr 230996, Nowa pochodna alkoholu lupeolu, M. Malinowska, E. Sikora, J. Ogonowski,
2018

Wykazanie, ze emulsja, jako forma bazowa preparatéw kosmetycznych, bez wzgledu na stopien
zdyspergowania fazy wewnetrznej, zapewnia odpowiednig efektywnos¢ dziatania kosmetykéw
[4R, 6R, 8R].

Zorganizowanie, od podstaw, laboratorium badawczego, ,Laboratorium Chemii i Technologii
Kosmetykéow”, w ktérym znajduje sie aparatura do badania wifasciwosci fizykochemicznych
i uzytkowych produktéow kosmetycznych.

Opracowanie stanowiska badawczego do badania kinetyki uwalniania substancji aktywnych
z réznych nosnikéw, metodg mikrodializacyjna.
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5 OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Oprdcz prac wymienionych w pkt. 4.2. jestem wspdtautorem 73 innych publikacji w czasopismach
naukowych i branzowych oraz 26 rozdziatdbw w monografiach i materiatach pokonferencyjnych.
Pierwotnie, przed i po doktoracie, moje zainteresowania naukowe dotyczyty katalizy heterogenicznej.
Zajmowatam sie badaniem witasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci katalizatoréw tlenkowych
w procesie konwersji alkoholi do eteréw. Praca doktorska, ktdrg obronitam na Wydziale Inzynierii
i Technologii Chemicznej, Politechniki Krakowskiej, w 1998, dotyczyta badania procesu konwersji
alkoholi metylowego i izobutylowego do eterédw. Obecnie jednak moje zainteresowania naukowe
zwigzane s3 z technologig organiczng matotonazowg, obejmujg zagadnienia dotyczace pozyskiwania,
badania wtasciwosci oraz zastosowaniem surowcow pochodzenia naturalnego w produktach
kosmetycznych i produktach chemii gospodarczej. Znakomita wiekszos¢ sposréd wspomnianych
w dorobku publikacyjnym prac porusza zagadnienia zwigzane z technologia kosmetykdéw oraz
zastosowaniem surowcoéw pochodzenia naturalnego w produktach kosmetycznych i produktach
chemii gospodarczej (szczegdtowy wykaz publikacji znajduje sie w Zataczniku 7, pkt. Il Ai B str.5).

Poniewaz waznym dla mnie aspektem dziatalno$ci naukowej jest tgczenie tematyki podjetych
badan z mozliwoscig ich aplikacji w przemysle, oprdcz prac wymienionych w pkt. pkt. Il Ai B (zat. 7),
wyniki prowadzonych badan sg przedmiotem 6 innych patentéw (zatgcznik 7, pkt. Il E, str. 19) i 14
zgtoszen patentowych, w tym 3 miedzynarodowych (zatgcznik 7, pkt. Il F, str. 19). Moja wspotpraca
naukowa z firmami z branzy kosmetycznej, polega na licznych opracowaniach przemystowych
oraz analizach wykonywanych dla matych i $rednich przedsiebiorstw. Prace zlecone obejmuja:
wdrozenia wynalazkdéw, opracowania receptur preparatéw kosmetycznych, analize fizykochemicznag
produktéw kosmetycznych oraz ustugi doradcze. Jako kierownik prac zleconych oraz projektow
realizowanych we wspodtpracy z przedsiebiorcami branzy kosmetycznej wspdtpracowatam z takimi
firmami jak: Karite Plus Sp. z 0.0, Laboratorium Kosmetykéw Naturalnych "FARMONA", Adamed Sp. z
0.0., Prof. Cosmetica Sp. z 0.0., KF Nicolum Sp. z 0.0. czy Finea Sp. z 0.0. (zat. 7, pkt. lll F4, str. 29).

Oprocz wspodtpracy z przemystem wspdtpracuje z instytucjami naukowymi w kraju i zagranicg,
realizujgc wspdlne projekty i badania. Od 2008 roku prowadze badania we wspdtpracy z Wydziatem
Technologii Zywnoéci, Uniwersytetu Rolniczy im. Hugona Kottataja, a od 2011 z Faculty of Pharmacy,
University of Barcelona oraz Institute of Advanced Chemistry of Catalonia, IQAC-CSIC, Barcelona,
Hiszpania,czego efektem sg wspdlne publikacje. W 2018 nawigzatam wspodtprace z Université du
Havre, we Francji, w ramach ktdrej zostata podpisana umowa o wymianie studentéw i pracownikéw
naukowych w ramach programu ,Erasmus+”. Moje doswiadczenie naukowe znalazto réwniez uznanie
w krajowym i miedzynarodowym s$rodowisku naukowym, o czym s$wiadczy zaproszenia do
wygtoszenia referatow i wyktadow (zat. 7, pkt. Il D, str. 18) oraz wykonania recenzji publikacji w
takich czasopismach jak Central European Journal of Chemistry (Springer), Pharmaceutical Research
(Springer), Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (Elsevier), Colloids and Surfaces A (Elsevier), SOJ
Biochemistry (Publons), International Journal of Pharmaceutics, Industrial & Engineering Chemistry
Research czy Przemyst Chemiczny (Wydawnictwo Sigma-NOT), (zatacznik 7. pkt. Il I, str. 21).

Swojg dziatalno$¢ naukowa tacze z dziatalnoscig dydaktyczng i organizacyjng. Prowadze liczne
wyktady, zajecia laboratoryjne i seminaria (zatgcznik 7. pkt. Il A, str. 22). zwigzane z technologia
surowcow i produktow kosmetycznych (w tym w jezyku angielskim). Jestem wspétautorem dwédch
podrecznikow dydaktycznych (zatgcznik 7. pkt. 1l A, str. 21). Bytam wielokrotnie promotorem prac
dyplomowych magisterskich i inzynierskich (142 prace). W dorobku mam réwniez kilkadziesiat
recenzji prac dyplomowych.
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