Magdalena Dzienisik®?, Marta Marzec®*, Izabela Nowak?® **

aUniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; " BANDI Cosmetics sp. z 0.0., Czosnow

The effect of vehicle type on the performance of Humulus lupulus L.
extract in O/W emulsions. Stability and impact on the skin barrier in vivo

Wptyw rodzaju podtoza na dziatanie ekstraktu z chmielu
zwyczajnego w emulsjach O/W. Stabilnosc¢ oraz bariera
naskorkowa w ujeciu in vivo
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The effect of the type of oil-in-water (O/W) vehicles, differing in com-
position and structural organization, on physicochem. stability and in
vivo cosmetic performance was evaluated. The same com. ingredient
contg. Humulus lupulus L. (HL) extract was used in each. Two cosmetic
formulations contg. HL, along with corresponding reference samples
lacking the extract, were prepd. on an industrial scale. The pH, appar-
ent viscosity, d., and phys. stability (using the multiple light scattering
method) of the cosmetic preps. were assessed during storage for 12
weeks at 4°C, room temp., and 45°C. Subsequently, a 4-week split-face
study in 33 volunteers was conducted. Changes in stratum corneum hy-
dration, transepidermal water loss (TEWL), melanin content, erythema
indices, and skin topography parameters were evaluated. The perfor-
mance of the com. HL in topical O/W emulsions depended significantly
on the physicochem. properties and structural organization of the
base. At 4°C and room temp., all formulations remained phys. stable
for 12 weeks, whereas thermal stress (45°C) clearly revealed differences
between the two systems.

Keywords: Humulus lupulus (hops), O/W emulsion, vehicle active inter-
action, multiple light scattering, skin barrier, in vivo assessment

Oceniono wptyw rodzaju podtoza emulsyjnego typu olej w wodzie
(O/W) o odmiennym sktadzie oraz organizacji strukturalnej na stabil-
nos¢ fizykochemiczna i dziatanie kosmetyczne w ujeciu in vivo po zasto-
sowaniu w nich tego samego komercyjnego sktadnika zawierajacego
ekstrakt zchmielu zwyczajnego HL (Humulus lupulus L.). Przygotowano
w skali przemystowej dwie formulacje kosmetyczne zawierajace HL
oraz odpowiadajace im prébki referencyjne pozbawione ekstraktu.
Oceniano pH, lepko$¢ pozorna, gesto$¢ oraz stabilno$¢ fizyczna (me-
toda wielokrotnego rozpraszania $wiatta) preparatow kosmetycznych
przechowywanych przez 12 tygodniw temp. 4°C, w temperaturze poko-
jowej oraz wtemp. 45°C. Nastepnie przeprowadzono czterotygodniowe
badanie in vivo z udziatem 33 ochotnikéw. Oceniano zmiany nawilzenia
warstwy rogowej naskdrka, poziomu przeznaskoérkowej utraty wody
(TEWL), zawarto$ci melaniny, poziomu zaczerwienienia oraz parame-
trow topografii skory. Dziatanie komercyjnego sktadnika zawierajacego
Humulus lupulus L. w emulsjach O/W do stosowania miejscowego
w znacznym stopniu zalezato od wtasciwosci fizykochemicznych oraz
organizacji strukturalnej podtoza. W temp. 4°C i w temperaturze po-
kojowej wszystkie formulacje pozostawaty fizycznie stabilne przez
12 tygodni, natomiast zastosowanie stresu termicznego w temp. 45°C
wyraznie uwidocznito réznice miedzy oboma systemami.

Stowa kluczowe: Humulus lupulus (chmiel zwyczajny), emulsja O/W,
interakcja podtoze-substancja aktywna, wielokrotne rozpraszanie
Swiatta, bariera skorna, badania in vivo

Skutecznos$¢ formulacji kosmetycznych do stosowania
miejscowego zalezy nie tylko od aktywnosci biologicznej
sktadnika w niej zawartego, lecz przede wszystkim od
wlasciwosci fizykochemicznych podtoza kosmetycznego.

Warstwa rogowa naskorka stanowi glowna bariere skory,
a sktad, wlasciwosci reologiczne oraz miedzyftazowe produk-
tu kosmetycznego moga wplywac na czas jego pozostawania
na skorze, dziatanie okluzyjne lub nawilzajace, dostepnosé
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sktadnika na powierzchni skory oraz wynikajaca z tego efek-
tywno$¢ w zakresie wpltywu na bariere skorng'™. W zwigzku
z tym podloza kosmetycznego nie nalezy postrzegac¢ jako
obojetnego nosnika, szczegodlnie w przypadku ztozonych
sktadnikéw pochodzenia roslinnego, ktérych rozpuszczal-
no$¢, zachowanie na granicy faz oraz stabilno$¢ moga
w znacznym stopniu zaleze¢ od obecnosci w recepturze
sktadnikow bazowych. Emulsje typu olej w wodzie (O/W)
sa powszechnie stosowane jako podloza preparatow miej-
scowych, poniewaz umozliwiaja wprowadzenie zard6wno
sktadnikow hydrofilowych, jak i lipofilowych, zapewniajac
jednocze$nie korzystne wtasciwosci aplikacyjne. Ich dziata-
nie zalezy jednak od rownowagi pomi¢dzy fazg rozproszona,
uktadem emulgujacym, substancjami modyfikujacymi kon-
systencje, humektantami, emolientami oraz wlasciwosciami
reologicznymi fazy ciagglej. Zmiany ktoregokolwiek z tych
elementow moga wplywac na migracje czastek, tworzenie
filmu oraz podatno$¢ emulsji na $mietanowanie, flokulacje
lub koalescencje*®. Ekstrakty roslinne wprowadzaja dodat-
kowy poziom ztozonoS$ci, poniewaz zawierajg chemicznie
zroznicowane sktadniki i sg czgsto dostarczane w wielosktad-
nikowych uktadach rozpuszczalnikowych. W konsekwencji
wprowadzenie ekstraktu ro§linnego moze wplywac zar6wno
na stabilnos¢ fizyczna, jak i na dziatanie gotowej formulacji
na skorg. Chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L., HL) zawie-
ra prenylowane chalkony, kwasy goryczkowe, polifenole
oraz sktadniki lotne, ktérym przypisuje si¢ dziatanie prze-
ciwutleniajace i przeciwzapalne’'?. Co istotne, wezesniejsze
badania wykazaly, ze dziatanie in vivo miejscowo stosowa-
nego ekstraktu moze zaleze¢ od zastosowanego systemu
galenowego'®. W badaniu tym réznice pomigedzy kremami
O/W 1 W/O wiazano z dziataniem preparatu zaleznym od
formulacji, w tym z r6znicami obserwowanymi w do§wiad-
czeniach z wykorzystaniem komor dyfuzyjnych. Niniejsze
badanie dotyczy pokrewnego zagadnienia formulacyjnego:
czy istotne roznice w dziataniu kosmetycznym moga wyste-
powac rowniez w obrebie tego samego typu emulsyjnego
O/W, gdy zmienia si¢ sktad podtoza oraz stopien jego organi-
zacji strukturalnej. W zwigzku z tym postawiono hipoteze, ze
organizacja fizykochemiczna podtoza O/W bedzie wptywac
zarowno na stabilnos¢ fizyczna, jak i na charakter odpowiedzi
bariery skornej in vivo na aplikacje formulacji zawierajacej ten
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sam komercyjny sktadnik HL. Zbadano 2 podtoza emulsyjne
O/W o wyraznie r6znym sktadzie i lepko$ci pozornej, kazde
w postaci formulacji zawierajacej HL oraz odpowiadajace;j
jej formulacji referencyjnej, przygotowanej bez sktadnika
aktywnego. Preparaty charakteryzowano pod wzgledem pH,
lepkosci pozornej, ggstosci oraz stabilnosci, ocenianej metoda
wielokrotnego rozpraszania $wiatta, w trakcie 12 tygodni
przechowywania w 3 réznych temperaturach. Efekt pielg-
gnacyjny (dziatanie na skore) oceniano w 4-tygodniowym
badaniu typu split-face, wykorzystujac nieinwazyjne metody
pomiaru nawilzenia warstwy rogowej naskorka, poziomu
przeznaskorkowej utraty wody TEWL (transepidermal water
loss), kolorytu skory oraz jej topografii.

Celem pracy byto zidentyfikowanie réznic zwigzanych
z podtozem, bez przypisywania obserwowanych efektow
niebadanym mechanizmom uwalniania lub przenikania
sktadnikow aktywnych.

Czesc¢ doswiadczalna

Materiaty

Recepturowanie emulsji O/W do stosowania
miejscowego zawierajacych ekstrakt
z Humulus lupulus L.

Poczatkowo oceniano szerszy zakres formulacji emulsy;j-
nych, jednak w niniejszym badaniu przedstawiono jedynie
te, ktore ze wzgledu na najkorzystniejszy ogdlny profil
wlasciwosci fizykochemicznych wybrano do szczegotowej
charakterystyki. Do oceny in vivo opracowano 4 emulsje
O/W przeznaczone do stosowania miejscowego, 0znaczone
kodami DW01-DWO04. Formulacje DW01 i DWO03 zawieraty
3,0% mas. komercyjnego sktadnika HL, natomiast DW02
1 DWO04 stanowily odpowiadajace im formulacje referencyj-
ne pozbawione ekstraktu. Pary DWO01/DW02 oraz DW03/
DWO04 reprezentowaty 2 odrebne uktady emulsyjne typu
O/W. Surowcem aktywnym zastosowanym w emulsjach
DWO01 i DWO03 byl Senseryn™ (Provital, S.A., Barcelona,
Hiszpania), ekstrakt na bazie propanodiolu i gliceryny, otrzy-
mywany z szyszek chmielu odmiany Cascade, o nastepuja-
cym sktadzie INCI: Propanediol, Glycerin, Humulus Lupulus
(Hops) Extract oraz Citric Acid. Ekstrakt byt standaryzowany
na zawartos¢ 0,10-0,30% calkowitej ilosci polifenoli i zgodnie
z informacjami producenta'® zawierat sktadniki pochodzenia
naturalnego zgodne z normg'>. Wczesniejsza charakterystyka
ekstraktu przeprowadzona metodg HPLC-DAD potwierdzita
obecno$¢ ksantohumolu, prenylowanego chalkonu o dziata-
niu przeciwutleniajgcym”. Doktadny sktad oraz parametry
technologiczne otrzymywania formulacji DW01-DWO04
stanowig informacje zastrzezone firmy Bandi Cosmetics sp.
z 0.0. (Czosnow, Polska). Z tego wzgledu sktadniki podano
zgodnie z ich nazwami INCI, w mysl art. 19 rozporzadzenia'®,
natomiast ich stezenia przedstawiono w postaci zakresow sto-
sowanych w Portalu Zglaszania Produktow Kosmetycznych
CPNP (Cosmetic Products Notification Portal)'”:
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Table 1. Composition of formulations DW01-DW04
Tabela 1. Sktad formulacji DW01-DW04

Emulsja Sktad (INCI)

Aqua/Water (B), Coco-Caprylate/Caprate (F), Isostearyl Isostearate (F), Propanediol (F), Trehalose (F),
Tripelargonin (F), Arachidyl Alcohol (F), Glycerin (F), Glyceryl Stearate (F), Pentaerythrityl Distearate
(G), Pentylene Glycol (G), Butylene Glycol (G), Humulus Lupulus (Hops) Extract (H), Ceramide NP (G),
Carnosine (G), Hydroxyphenyl Propamidobenzoic Acid (G), Saccharomyces/Acetobacter/Camellia Sinensis
Leaf Extract Ferment Filtrate (G), Plukenetia Volubilis Seed Oil (G), Olea Europaea (Olive) Fruit Oil (G),
Tocopherol (H), Behenyl Alcohol (G), Stearic Acid (G), Arachidyl Glucoside (G), Lecithin (G), Sodium
Acrylates Copolymer (G), Hydroxypropyl Starch Phosphate (H), Polyglyceryl-10 Laurate (H), Hydroxyace-
tophenone (G), Caprylyl Glycol (G), Citric Acid (H), Ascorbyl Palmitate (H), 1,2-Hexanediol (G)

Aqua/Water (B), Coco-Caprylate/Caprate (F), Isostearyl Isostearate (F), Propanediol (F), Trehalose (F),
Tripelargonin (F), Arachidyl Alcohol (F), Glyceryl Stearate (F), Pentaerythrityl Distearate (G), Pentylene
Glycol (G), Glycerin (G), Butylene Glycol (G), Ceramide NP (G), Carnosine (G), Hydroxyphenyl Propami-
dobenzoic Acid (G), Saccharomyces/Acetobacter/Camellia Sinensis Leaf Extract Ferment Filtrate (G), Plu-
kenetia Volubilis Seed Oil (G), Olea Europaea (Olive) Fruit Oil (G), Tocopherol (H), Behenyl Alcohol (G),
Stearic Acid (G), Arachidyl Glucoside (G), Lecithin (G), Sodium Acrylates Copolymer (G), Hydroxypropyl
Starch Phosphate (H), Polyglyceryl-10 Laurate (H), Hydroxyacetophenone (G), Caprylyl Glycol (G), Citric
Acid (H), Ascorbyl Palmitate (H), 1,2-Hexanediol (G)

Aqua/Water (B), Glycerin (E), Coco-Caprylate/Caprate (F), [sostearyl Isostearate (F), Hydrogenated Vege-
table Oil (F), Trehalose (F), Panthenol (F), Squalane (F), Propanediol (F), Arachidyl Alcohol (F), Glyceryl
Stearate (F), Pentaerythrityl Distearate (F), Dimethicone (G), Humulus Lupulus (Hops) Extract (H), Car-
nosine (G), Allantoin (G), Ceramide NP (G), Saccharomyces/Acetobacter/Camellia Sinensis Leaf Extract
Ferment Filtrate (G), Bacillus Ferment (H), Plukenetia Volubilis Seed Oil (G), Olea Europaea (Olive) Fruit
Oil (G), Tocopherol (H), PentyleneGlycol (G), Butylene Glycol (G), Behenyl Alcohol (G), Stearic Acid (G),
Arachidyl Glucoside (G), Sodium Acrylates Copolymer (G), Lecithin (G), Hydroxyphenyl Propamidoben-
zoic Acid (H), Hydroxypropyl Starch Phosphate (H), Polyglyceryl-10 Laurate (H), Caprylyl Glycol (G),
Citric Acid (H), Ascorbyl Palmitate (H), Hydroxyacetophenone (G), 1,2-Hexanediol (G)

Aqua/Water (B), Glycerin (F), Coco-Caprylate/Caprate (F), Isostearyl Isostearate (F), Hydrogenated Vegeta-
ble Oil (F), Trehalose (F), Panthenol (F), Squalane (F), Arachidyl Alcohol (F), Glyceryl Stearate (F), Penta-
erythrityl Distearate (F), Dimethicone (G), Carnosine (G), Allantoin (G), Ceramide NP (G), Saccharomyces/
Acetobacter/Camellia Sinensis Leaf Extract Ferment Filtrate (G), Bacillus Ferment (H), Plukenetia Volubilis
Seed Oil (G), Olea Europaea (Olive) Fruit Oil (G), Tocopherol (H), Pentylene Glycol (G), Butylene Glycol

DWO1 (zawarto$¢ 3% mas. HL)

DWO02 (niezawierajaca HL;
formulacja referencyjna dla
DWO1)

DWO03 (zawarto$¢ 3% mas. HL)

DWO04 (niezawierajagca HL; for-
mulacja referencyjna dla DW03)

(G), 1,2-Hexanediol (G)

(G), Behenyl Alcohol (G), Stearic Acid (G), Arachidyl Glucoside (G), Sodium Acrylates Copolymer (G),
Lecithin (G), Hydroxyphenyl Propamidobenzoic Acid (H), Hydroxypropyl Starch Phosphate (H), Polygly-
ceryl-10 Laurate (H), Caprylyl Glycol (G), Citric Acid (H), Ascorbyl Palmitate (H), Hydroxyacetophenone

(A) 75-100% mas., (B) 50-75% mas., (C) 25-50% mas., (D)
10-25% mas., (E) 5-10% mas., (F) 1-5% mas., (G) 0,1-1%
mas. oraz (H) 0-0,1% mas. (tabela 1).

Formulacje wykonano zgodnie z wcze$niej szczegdtowo
opracowang metodyka, a nastgpnie zoptymalizowano pod
wzgledem uktadu emulgujacego, sktadnikéw funkcjonal-
nych oraz warunkdw procesu w celu zapewnienia stabilno-
sci fizykochemicznej, jakosci mikrobiologicznej i powta-
rzalno$ci jakosciowej?. Zarowno w skali laboratoryjnej, jak
i przemystowej faze wodna i olejowg ogrzewano oddzielnie
do temp. 80—85°C, nastepnie taczono ze sobg, homogenizo-
wano i mieszano podczas kontrolowanego chtodzenia. Do
emulsji DWO01 i DW03 wprowadzano komercyjny suro-
wiec HL w ilo$ci 3,0% mas, w temperaturze ponizej 40°C,
w celu ograniczenia narazenia termolabilnych sktadnikow
na dziatanie podwyzszonej temperatury. Odpowiadajgce im
formulacje referencyjne wytwarzano w ten sam sposob, bez
dodatku ekstraktu chmielowego.

Metodyka badan

Charakterystyka fizykochemiczna
opracowanych emulsji

Pomiar pH. Warto$¢ pH emulsji mierzono za pomoca
pH-metru CP-411 (Elmetron, Zabrze, Polska), zgod-
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nie z wewnetrzng procedurg opracowang przez Bandi
Cosmetics sp. z 0.0. Pomiary wykonywano w dniu przy-
gotowania formulacji (T0) oraz po 1 (T1), 4 (T4), 8 (T8)
i 12 tygodniach (T12) przechowywania w temp. 4°C,
w temperaturze pokojowej (15-25°C/2 Ph. Eur./WHO/
GMP) oraz w temp. 45°C. Dla kazdej probki pomiar
wykonywano 3-krotnie.

Pomiar lepkosci. Lepkos¢ pozorng emulsji okreslano
za pomocg wiskozymetru rotacyjnego IKA® ROTAVISC
me-vi (IKA Poland sp. z 0.0., Warszawa, Polska). Pomiary
wykonywano w temp. 24,8+0,5°C, za pomoca wrzeciona
nr 10 1 predkosci obrotowej 10 rpm. Analizy przeprowadza-
no w TO, T1, T4, T8 i T12 dla probek przechowywanych
w temp. 4°C, pokojowej (15-25°C/2 Ph. Eur/ WHO/GMP)
oraz 45°C. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 3 pomiarow.

Pomiar gestosci. Gestos¢ emulsji oznaczano za pomoca
metalowego piknometru P-1 o objetosci 100 mL (POL-ZAF
sp. z 0.0., Gdansk, Polska), zgodnie z normg'®. Piknometr
sktadat si¢ z cylindrycznego naczynia oraz dopasowanej
pokrywki z centralnym otworem umozliwiajacym usunig-
cie nadmiaru probki i pecherzykow powietrza. Pomiary
wykonywano w TO oraz T12 po przechowywaniu w temp.
4°C, w temperaturze pokojowej (15-25°C/2 Ph. Eur./ WHO/
GMP) oraz w temp. 45°C. Dla kazdej probki pomiar wyko-
nywano 3-krotnie.
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Ocena stabilnosci fizycznej metoda
wielokrotnego rozpraszania Swiatta

Stabilno$¢ fizyczng preparatow oceniano metoda
wielokrotnego rozpraszania $§wiatta MLS (multiple light
scattering) za pomocg analizatora Turbiscan Lab Expert
(Formulaction, L’Union, Francja). Kazda emulsje przeno-
szono w réwnych ilo$ciach do 3 szklanych fiolek, unikajgc
powstawania pecherzykow powietrza oraz zapewniajac
czystos¢ $cianek naczynia i ptaskg powierzchnig¢ menisku
probki. Probki przechowywano przez 12 tygodni w temp.
4°C, w temperaturze pokojowej (15-25°C/2 Ph. Eur./ WHO/
GMP) oraz 45°C, a analizowano w T0, T1, T2, T3, T4, T8
oraz T12. Stabilnos$¢ oceniano na podstawie zmian profilu
wstecznego rozpraszania swiatla (ABS) oraz wskaznika
stabilnosci TSI (turbiscan stability index).

Instrumentalna ocena wptywu emulsji
na stan bariery skérnej (in vivo)

Badanie in vivo opracowanych formulacji wraz z instru-
mentalng oceng skoéry przeprowadzono w 2 kolejnych eta-
pach. W pierwszym etapie oceniono grupe I, a na podstawie
wstepnej analizy uzyskanych wynikow badanie rozszerzono
o grupe II. Kazdy etap trwat 4 tygodnie, a pomiary instru-
mentalne wykonywano przed rozpoczeciem stosowania
produktow (T0) oraz po 1 (T1), 3 (T3) 1 4 (T4) tygodniach
regularnego stosowania. Uczestnikow rekrutowano zgod-
nie z zasadami okreslonymi w Deklaracji Helsinskiej i jej
pozniejszych zmianach, obowigzujacymi przepisami prawa
polskiego i Unii Europejskiej oraz wytycznymi Cosmetics
Europe, na podstawie wezesniej ustalonych kryteriow wlacze-
nia i wykluczenia'®2", Wszyscy uczestnicy otrzymali pisem-
ne informacje dotyczace badania oraz instrukcje stosowania
produktow, a nastepnie wyrazili $wiadoma pisemna zgode na
udziat w badaniu. Przed kazda sesja pomiarowa uczestnicy
przechodzili 15-minutowy okres aklimatyzacji (temperatura
pomieszczenia 19-22°C; wilgotnos¢ wzgledna 40-60%),
majacy na celu wyréwnanie temperatury powierzchni skory
oraz stabilizacj¢ wydzielania potu. Dodatkowo ochotnicy
zostali poproszeni o niestosowanie testowanych produktow
na minimum 2 h przed wykonywaniem pomiarow. Przed
rozpoczeciem badan in vivo potwierdzono bezpieczenstwo
produktéw poprzez oceng ich jakosci mikrobiologicznej,
badanie skutecznosci systemu konserwujacego (challenge
test) oraz dermatologiczne testy ptatkowe, w tym oceng
tolerancji produktéw na skore wrazliwa. Protokot z badan
zostal zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu (zgoda nr 477/24 z dnia 27 czerwca
2024 1.). Ze wzgledu na to, ze formulacje DW01/DWO02 oraz
DWO03/DW04 oceniano w odrebnych grupach badanych, bez-
posrednie poréwnanie obu formulacji zawierajacych ekstrakt
HL traktowano jako poréwnanie eksploracyjne.

Charakterystyka grupy ochotnikow. Panel ochotnikow
sktadat si¢ z 33 0so6b, podzielonych na 2 grupy. Grupe I two-
rzyto 16 uczestnikow (14 kobiet 1 2 m¢zezyzn) w wieku od
<25 do > 55 lat, o r6znych typach skory, w tym normalne;j,
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mieszanej, tlustej, tradzikowej 1 naczynkowej. Pigtnascie
0s6b miato skore wrazliwg i sktonng do podraznien. Grupe 11
stanowito 17 uczestnikow (14 kobiet i 3 mezczyzn) w wieku
od 26 do > 55 lat, o r6znych typach skory; 8 0sob miato skore
wrazliwg. Zastosowano 4-tygodniowy schemat badania typu
split-face. Kazdy uczestnik stosowat 2 formulacje 2 razy
dziennie, rano i wieczorem, na oczyszczong skore twarzy,
w tym takze na okolice oczu. W grupie I formulacje DWO1
stosowano na lewej stronie twarzy, a DWO02 na prawej,
natomiast w grupie II na lewej stronie twarzy stosowano
formulacje DWO03, a na prawej DW04. W trakcie badania
uczestnicy nie stosowali innych produktow kosmetycznych
do stosowania miejscowego o podobnym dziataniu ani
produktéw samoopalajacych oraz zostali poinstruowani,
aby unika¢ nadmiernej ekspozycji na promieniowanie UV,
w tym opalania na stoncu i korzystania z solarium. Wszelkie
objawy silnego podraznienia lub reakcje alergiczne nalezato
niezwlocznie zglaszaé¢ osobie prowadzacej badania.
Aparatura do instrumentalnej oceny skory.
W celu oceny wptywu zaprojektowanych emulsji na stan
skory przeprowadzano nieinwazyjne pomiary instrumen-
talne. Pomiary wybranych parametrow biofizycznych
skory przeprowadzano za pomocg zintegrowanego systemu
wyposazonego w odpowiednie sondy (Courage + Khazaka
Electronic GmbH, Kolonia, Niemcy). Wybrane parametry
dostarczaly uzupetniajacych informacji na temat nawilzenia
warstwy rogowej naskorka, funkcjonowania bariery skornej,
kolorytu skory oraz topografii jej powierzchni (tabela 2).
Analiza statystyczna. Analiz¢ statystyczng przeprowa-
dzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica 13.3
(StatSoft, Krakow, Polska). Zmiany parametréw skory
w czasie analizowano oddzielnie dla kazdej formulacji, sto-
sujac test Friedmana. W przypadku stwierdzenia istotnych
statystycznie zmian w czasie przeprowadzono poréwnania
parami wartosci wyjsciowych (T0) z kolejnymi punktami
pomiarowymi (T1, T3 i T4) za pomocg testu Wilcoxona
z korektag Holma dla wielokrotnych porownan. Roznice
miedzy odpowiadajacymi sobie formulacjami w obrebie
poszczegolnych grup badanych oceniano na podstawie

Table 2. Biophysical parameters of the skin assessed in vivo and the corre-
sponding measurement probes

Tabela 2. Parametry biofizyczne skdry oceniane in vivo oraz odpowiadajace
im sondy pomiarowe

Procedura
pomiarowa

Parametr skory

Corneometer” | nawilzenie warstwy 35 nomiarow/obszar
CM 825 rogowej naskorka p
Tewameter® rzeznaskorkowa utrata g
T™ 300 glo dy (TEWL) 20-22 pomiary/obszar
Mexameter® zawarto$¢ melaniny oraz | 3 o L L
MX 18 poziom zaczerwienienia p
topografia powierzchni
23 ® skory oceniana za pomoca
xlélgsgcan parametréw SELS: 3 pomiary/obszar
gtadkos¢, szorstkos¢
1 zluszczanie
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zmian w porownaniu z warto§cig wyjsciowg po 4 tygodniach
stosowania (AT4 = T4—T0) w grupie I (DWOI i DWO02),
a w grupie II (DWO03 i DW04), stosujac test Wilcoxona.
Eksploracyjne porownanie formulacji zawierajacych eks-
trakt z chmielu, badanych w niezaleznych grupach, czyli
DWO1 w grupie [ oraz DW03 w grupie Il, przeprowadzono
za pomocg testu U Manna i Whitneya na podstawie wartosci
AT4. Za poziom istotnos$ci statystycznej przyjeto p < 0,05.

Wyniki badan

Charakterystyka fizykochemiczna emulsji
do stosowania miejscowego zawierajacych
ekstrakt z Humulus lupulus L. (HL)

oraz emulsji referencyjnych

Analiza pH. Warto$¢ pH wszystkich badanych emulsji
pozostawala wzglednie stabilna przez 12 tygodni prze-
chowywania w réznych warunkach temperaturowych.
Zaprojektowane pary preparatow rdznity si¢ poczatkowa
wartoscig pH: dla DWO01 i DW02 wynosita ona odpo-
wiednio 5,55+0,01 i 5,56+0,01, natomiast dla DWO03
oraz DW04 pomiar pH wykazal wartos¢ 6,40+0,01-0,02.
W 1. tygodniu przechowywania we wszystkich formu-
lacjach zaobserwowano niewielki wzrost pH, po ktorym
nastepowala stabilizacja lub stopniowe obnizanie jego
warto$ci. W przypadku emulsji DWO01 w temp. 4°C
i pokojowej zaobserwowano niewielkie zmiany, przy czym
warto$¢ pH osiagneta 5,67+0,01 w 4. tygodniu badania
(T4) oraz 5,61+0,01 w T12. W warunkach przyspieszonego
starzenia w temp. 45°C pH pozostawato stabilne i wyno-
sito 5,64+0,01 od T4 do T12. Emulsja DW02 wykazy-
wata nieco wigcksze wahania, szczegodlnie w temp. 4°C,
gdzie pH osiggneto maksymalng wartos¢ 5,73+0,01 w 8.
tygodniu badania (T8), a nastgpnie powrdcito do warto-
$ci 5,56+0,01 w T12. W 12. tygodniu (T12) wartosci pH
odnotowane dla DW02 w temperaturze pokojowej i 45°C
wynosilty odpowiednio 5,63+0,02 oraz 5,65+0,01. DWOI
wykazywata mniejsze zmiany pH niz DWO02, szczegodlnie
w temperaturze pokojowej. Emulsje DW03 i DW04 wyka-
zywaly podobny poczatkowy wzrost pH w zaleznos$ci od
temperatury przechowywania, osiggajac w 1. tygodniu (T1)
wartosci 6,47—6,50. W temp. 45°C wartosci pH pozosta-
waly zblizone do poziomu poczatkowego, a w 4. tygodniu
(T4) wynosily 6,38+0,01 dla DWO03 oraz 6,41+0,01 dla
DWO04. Zaobserwowane stopniowe obnizanie warto$ci pH
bylo najbardziej widoczne w warunkach przyspieszonego
starzenia. W 12. tygodniu warto$ci pH dla DW03 wynosity
6,25+0,01, 6,32+0,01 oraz 6,22+0,02, odpowiednio w temp.
4°C, pokojowej 1 45°C. Korespondujace wartosci dla DW04
wynosity 6,38+0,01, 6,36+0,01 oraz 6,27+0,02. Spadek
pH byt bardziej wyrazny w przypadku DW03 i DW04 niz
w przypadku DWO01 i DWO02 oraz zauwazalnie najwigkszy
w podwyzszonej temperaturze. Niemniej jednak wszyst-
kie formulacje wykazywaty jedynie niewielkie zmiany pH
w ciagu calego 12-tygodniowego okresu przechowywania.
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Analiza lepko$ci. Pomiary lepkosci pozornej wyka-
zaty wyrazny podzial badanych formulacji na 2 grupy
o odmiennych wartosciach lepkosci. Emulsje z grupy
[ (DWO01 i DW02) charakteryzowatly si¢ mniejszg lepkoscia
poczatkowa. Dla DWO1 lepkos¢ wynosita 10680 mPa-s
w tygodniu wyjsciowym (T0). Podczas przechowywania
w temp. 4°C stopniowo zmniejszata si¢ do 8200 mPa-s
w 12. tygodniu (T12). W temperaturze pokojowej lepkos$¢
ulegata wahaniom, osiagajac 11720 mPa-s w T4, a nastep-
nie 9600 mPa-s w T12, co odpowiadato 10-proc. spadko-
wi w porownaniu z TO. W temp. 45°C zaobserwowano
wyrazny wzrost lepkosci do 23920 mPa-s w T4. Emulsja
DWO2 charakteryzowata si¢ wyzsza poczatkowa lepkoscia,
wynoszacg 15760 mPa-s. W temperaturze pokojowej war-
to$¢ parametru wzrosta do maksymalnej wartosci 24040
mPa-s w T8, a nast¢pnie zmniejszyta si¢ do 20080 mPa-s
w T12, co odpowiadato 27-proc. wzrostowi w poréwna-
niu z TO. W temp. 45°C lepkos¢ osiagneta wartos¢ 26320
mPa-s w T4, a nastepnie stopniowo zmniejszata si¢ do
21600 mPa-s w T12. Emulsje z grupy II (DW03 i DW04)
wykazywaty znacznie wigksza poczatkowa lepkos¢, wyno-
szaca odpowiednio 45900 i 46800 mPa-s. W temp. 4°C
lepko$¢ obu formulacji nieznacznie wzroslta, osiagajac
w T12 wartosci 50200 mPa-s dla DWO03 i 49400 mPa-s
dla DW04. W temperaturze pokojowej obserwowano stop-
niowe zmniejszanie lepkos$ci, przy czym wartosci konco-
we wynosity 42400 mPa-s dla DWO03 i 41600 mPa-s dla
DWO04, co odpowiadato spadkom o odpowiednio 8 i 11%.
Najwiekszy spadek odnotowano w temp. 45°C, gdzie w T12
lepko$¢ wynosita 30000 mPa-s dla DW03 i 31900 mPa-s
dla DW04. W warunkach przyspieszonego starzenia spadek
lepkosci formulacji DW04 byt zatem nieco mniejszy niz
w przypadku formulacji DWO03.

Analiza gestosci. Poczatkowa gestos¢ emulsji DWO1
i DWO02 wynosita odpowiednio 0,8617+0,0015 oraz
0,9344+0,0009 g/cm?. Po 12 tygodniach przechowywania
DWO01 wykazywata wyrazny wzrost gestosci we wszystkich
badanych temperaturach, osiggajac warto$¢ ok. 0,985 g/cm?.
W przypadku DWO02 zmiany byly mniej intensywne,
a wzrost gestosci wynosit 4-5% w zaleznosci od tempera-
tury przechowywania. Emulsje DW03 i DW04 wykazywaty
znacznie wigkszg stabilno$¢ parametru gestosci. Poczatkowa
gestos¢ wynosita 1,0040+£0,0001 g/cm® dla DWO03 oraz
0,9894+0,0006-0,0011 g/cm?® dla DW04. Po 12 tygodniach
(T12) zmiany gestosci DWO03 pozostawaty ponizej 0,2%
we wszystkich warunkach przechowywania. W przypadku
DWO04 obserwowano niewielki wzrost gegstosci zalezny od
temperatury, wynoszacy od 0,2% w temp. 4°C do 1,2%
w temp. 45°C. Emulsje DW03 i DWO04 charakteryzowa-
ly si¢ znacznie wigksza stabilno$cig ggstosci niz emulsje
DWO1 i DWO02. Sposrod wszystkich formulacji DW03
charakteryzowata si¢ najmniejszymi zmianami, w tym
spadkiem gestosci o zaledwie 0,1% po przechowywaniu
w temp. 45°C, natomiast najwieksza zmiane w przypadku
DWO04 stanowit wzrost gestosci o 1,2% w temp. 45°C.
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Stabilnos¢ fizyczna emulsji do stosowania
miejscowego zawierajacych ekstrakt

z Humulus lupulus L. (HL)

oraz emulsji referencyjnych

Analiza metoda wielokrotnego rozpraszania $wiatla
wykazata, ze wszystkie 4 emulsje pozostawaly stabilne
przez 12 tygodni przechowywania w temp. 4°C oraz w tem-
peraturze pokojowej. W tych warunkach TSI nie przekraczat
warto$ci 1,0 dla DW01 i DWO02 ani 2,0 dla DW03 i DW04.
Przechowywanie w temp. 45°C doprowadzito do zaleznej
od formulacji destabilizacji, przy czym zaobserwowano
wyrazne roznice miedzy zastosowanymi uktadami emulsyj-
nymi (grupami [ i IT). W przypadku emulsji DW01 warto$¢
TSI w temp. 45°C wzrastata gwattownie, z 2,95 w T1 do
5,37wT2,6,89 w T3 18,24 w T4, wskazujac na postepujaca
destabilizacj¢ juz od poczatku badania (rys. 1a). Emulsja
DWO02 rowniez wykazywata reakcje na stres termiczny w 1.
tygodniu badania (T1), kiedy warto$¢ TSI osiagneta 4,09.
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Fig. 1. Changes in the Turbiscan Stability Index of the topical formulations: a) DW01, and b) DW02 stored under various tem-

perature conditions (4°C, RT, 45°C) for 12 weeks

Rys. 1. Zmiany wskaznika stabilnosci (TSI) opracowanych formulacji: a) DWO01 i b) DW02, podczas 12-tygodniowego

przechowywania w réznych temperaturach (4, 25, 45°C)
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Fig. 2. Changes in the Turbiscan Stability Index of the topical formulations a) DW03, and b) DW04 stored under various tem-

perature conditions (4 °C, RT, 45 °C) for 12 weeks

Rys. 2. Zmiany wskaznika stabilnosci (TSI) opracowanych formulacji: a) DW03 i b) DW04, podczas 12-tygodniowego prze-

chowywania w réznych temperaturach (4, 25, 45°C)
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Jednak pdézniejszy wzrost byt mniej wyrazny, a wartosci
TSI wynosity 4,36, 4,58, 4,77, 5,12 1 5,21, odpowiednio
w T2, T3, T4, T8 1T12 (rys. 1b).

Profile ABS uzyskane w temp. 45°C byly zgodne
z wynikami TSI. W przypadku DWO01 poczatkowo zaob-
serwowano spadek intensywnosci $wiatta wstecznie rozpro-
szonego w calej objetosci probki, przy czym zmiany te stop-
niowo nasilaly si¢ miedzy T1 a T4. W czasie T8 i T12 profile
przesunely si¢ w kierunku warto$ci wynoszacych ok. -3%,
co wskazywalo na dalsze zmiany strukturalne uktadu, a nie
na jego pelny powrot do stanu poczatkowego. W przypadku
DWO02 poziom intensywnosci odbicia wstecznego zmniej-
szyt si¢ 0 ok. 5% juz w T1, a w T12 warto$¢ osiagneta ok.
-30% na calej wysokosci probki. Narastajace roznice miedzy
profilami rejestrowanymi od T4 do T12 wskazywaly, ze
zmiany strukturalne, potencjalnie zwigzane ze stopniowym
zwigkszaniem rozmiaru kropli lub ich koalescencja, poste-
powaty przez caly okres przechowywania. W temperatu-
rze pokojowej profile
ABS formulacji DWO01
i DWO02 wykazywa-
ly znacznie mniejsze
zmiany i na og6t pozo-
stawaly zblizone do
profilu poczatkowego.
W przypadku DWO1
wiekszos¢ wartosci
miescila si¢ w zakresie
od 0 do -2%, przy czym
w T12 w dolnej czgsci
probki odnotowano
miejscowy spadek do
ok. -2,5%. W temp.
4°C lokalne zmiany
wartosci ABS dla DW01
wynosity od ok. -6-3%,
natomiast maksymalna
zmiana obserwowana
dla DWO02 osiaggneta ok.
4% w T12.

W przypadku emul-
sji DWO03 i DWO04
destabilizacja pod-
czas przechowywania
w temp. 45°C naste-
powata podzniej niz
w przypadku emul-
sji DWO01 i DWO2.
Wartosci TSI pozosta-
waly niskie w ciagu
pierwszych 4 tygodni,
a w T8 wzrosty do
odpowiednio 2,58
i 1,34 (rys. 2). W TI2
warto$¢ TSI osiggneta

DWo02

Czas, tydzien

DWo04

T2 T3 T4
Czas, tydzien

T8 TI12
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9,85 dla DW03 i 6,57 dla ?
DWO04, co wskazuje na
wyrazng utrate stabilnosci
w koncowym etapie prze-
chowywania w warunkach
przyspieszonego starzenia.

Profil ABS formulacji
DWO04 przechowywanej
w temp. 45°C ulegal jedy-
nie niewielkim zmianom
w ciggu pierwszych 4 tygo-
dni, co potwierdzato dobrg
stabilnos¢ uktadu w poczat-
kowym okresie przecho-
wywania. W T12 w gbrnej
czesci probki odnotowano
jednak wyrazny spadek warto$ci ABS, siegajacy ok. -65%,
co wskazywalo na znaczne miejscowe klarowanie uktadu
oraz migracj¢ fazy. W przypadku DWO03 zmiany staty si¢
widoczne wczesniej, a profile zarejestrowane w T4 1 T8
wykazywaty wieksze odchylenia od profilu poczatkowego.
W T12 wartos¢ ABS w gomej czgsci probki zmniejszyta si¢
o ponad 30%. W temperaturze pokojowej zarowno DWO03,
jak 1 DW04 zachowywaty wzgledng stabilnos¢, a zmiany
warto$ci ABS przez caly okres badania nie przekracza-
ty 10%. W dolnej cze$ci probek obserwowano niewielki
wzrost intensywnos$ci $wiatla wstecznie rozproszonego.
W przypadku DWO03 migdzy T4 a T12 na wigkszosci wyso-
kosci probki odnotowano stopniowy spadek wartosci ABS
0 ok. 5%, czyli nieco wigkszy niz w przypadku DWO04.
W temp. 4°C procesy destabilizacji przebiegaty wolniej. Po
12 tygodniach catkowita zmiana wartosci ABS dla DW03
wynosita 5-6% i byta nieco mniejsza niz w przypadku
DWO04.

Opracowane uktady emulsyjne réznity si¢ znacz-
nie w odpowiedzi na stres termiczny wywotany przez
przechowywanie emulsji w podwyzszonej temperaturze.
Formulacje DWO01 i DW02 wykazywaly oznaki destabi-
lizacji juz w 1. tygodniu przechowywania w temp. 45°C,
podczas gdy DWO03 i DW04 pozostawaty stosunkowo
stabilne az do 8. tygodnia (T8). Wplyw dodatku ekstraktu
z chmielu zalezal od zastosowanego podtoza emulsyj-
nego. Emulsja DWOI ulegata destabilizacji szybciej niz
odpowiadajaca jej formulacja referencyjna DW02, pozba-
wiona ekstraktu, natomiast formulacje DW03 i DW04
zachowywaty sie podobnie w poczatkowym okresie prze-
chowywania, chociaz w T12 emulsja DWO03 osiggneta
wyzsza globalng warto$¢ TSI. Niemniej jednak formulacja
DWO03 wykazywata wigksza ogdlng odporno$¢ na wezesng
destabilizacje termiczng w poréwnaniu z DWO1. W stan-
dardowych warunkach przechowywania, czyli w temp.
4°C 1 temperaturze pokojowej, niskie wartosci TSI oraz
niewielkie zmiany ABS potwierdzity zadowalajaca stabil-
no$¢ wszystkich badanych formulacji przez 12-tygodnio-
wy okres trwania badania.
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Fig. 3. Changes in skin hydration (a) and transepidermal water loss (b) determined for the DW01 and DWO02 topical
formulations during a 4-week in vivo study (group I)

Rys. 3. Zmiany nawilzenia skory (a) i przeznaskérkowej utraty wody (b) dla opracowanych emulsji DWO01 i DW02
podczas 4-tygodniowych badan in vivo (grupa I)

Wptyw zaprojektowanych emulsji
na parametry skory (ocena in vivo)

Nawilzenie skory i przeznaskorkowa utrata wody.
W grupie | DWO01 i odpowiadajaca jej formulacja referen-
cyjna DW02 niezawierajaca HL wykazywaly poréwnywal-
ne profile nawilzenia warstwy rogowej naskorka (rys. 3a).
Dla obu formulacji potwierdzono istotny ogolny wptyw
stosowania tych produktow: dla DWO1 p = 0,031, a dla
DWO02 p=0,038. Po 1. tygodniu stosowania (T1) nawilze-
nie zmniejszyto si¢ w pordwnaniu z wartoscig wyjsciowa
(TO) dla obu formulacji (TO vs. T1: DWO1, p skorygowane
metodg Holma Puj = 0,042; DWO02, Puy= 0,036). W T3
obserwowano przejsciowy wzrost nawilzenia, w poréw-
naniu z warto$cig wyj$ciowa zmiana ta byta istotna staty-
stycznie dla DWOI (p, 4= 0,016), ale nie dla DWO02 (p, g
0,068). W T4 nawilzenie powrdcito do wartosci zblizonych
do warto$ci wyjsciowych. Na obszarze skory poddawanej
dziataniu DWO01 nawilzenie byto o mniej niz 2% mniejsze
niz w T0, natomiast w przypadku DW02 nie obserwowano
istotnej zmiany (TO vs. T4: DWOL, p, g 0,812; DWO02,
P,y =0924). Zmiany wzgledem wartosci wyjsciowej w T4
nie roznity si¢ istotnie miedzy DW01 i DWO02 (p =0,701).

W badaniu zaobserwowano istotny wpltyw aplikacji
zaprojektowanych produktow na warto$¢ parametru TEWL
zarowno dla emulsji DWO1 (p = 0,004), jak i DW02 (p =
0,026) (rys. 3b). Po 1. tygodniu trwania badania TEWL
wzrést o 18% w przypadku obu formulacji w porownaniu
z warto$cig wyjsciowg (TO vs. T1: DWOI, p, g 0,021;
DWO02,p, .= 0,034). W T3 TEWL w obszarze skory pod-
dawanej dziataniu DWO02 byt o 6% nizszy niz w T0, jednak
roznica ta nie byla istotna statystycznie (p, y = 0,192). Po
4 tygodniach trwania testu TEWL byt o 22% wyzszy niz
warto$¢ wyjsciowa dla DWOI1 i o 11% wyzszy dla DW02
(TO vs. T4: DWOL, p, .= 0,006; DW02, p .= 0,048). Wzrost
TEWL wzgledem wartosci wyjsciowej w 4. tygodniu
(T4) byt istotnie wickszy dla DWOI niz dla DWO02 (p =
0,039).

W grupie 11, w ktorej badano emulsj¢ DWO03 oraz odpo-
wiadajacg jej formulacje referencyjng DWO04 niezawiera-
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4-tygodniowego badania in vivo (grupa )

jaca HL, obserwowano odmienny profil zmian nawilzenia
(rys. 4a). Dla obu formulacji potwierdzono istotnos¢ sta-
tystyczng wynikéw dotyczacych nawilzenia: dla DW03
p <0,001, a dla DW04 p = 0,045. Po tygodniu stosowania
nawilzenie wzrosto w poréwnaniu z warto$cig wyjsciowa
0 15% w obszarze skory poddawanej dziataniu DWO03 oraz
0 8% w obszarze poddawanym dziataniu DW04 (TO vs. T1:
DWO03, p,, = 0,008; DW04, p = 0,049). W T3 nawilzenie
bylto 0 3% wyzsze niz warto$¢ wyjsciowa dla DW03 10 5%
nizsze dla DWO04, jednak zadna z tych zmian nie byla istotna
statystycznie (DWO03, p, e 0,368, DW04, p_ g 0,123). Po
4 tygodniach stosowania emulsji DW03 nawilzenie wzrosto
0 17% (p,, = 0,002), natomiast w przypadku DW04 odno-
towano nieistotny statystycznie spadek o 1% (p, 5= 0,744).
Zmiany wzgledem warto$ci wyjsciowej w 4. tygodniu (T4)
roznity si¢ istotnie miedzy DWO03 1 DW04 (p = 0,004).
Zmiany warto$ci TEWL w czasie dla DWO03 nie byly
istotne statystycznie (p = 0,284), w zwiazku z czym dla tej
formulacji nie przeprowadzono dalszych poréwnan post
hoc (rys. 4b). W przypadku emulsji DW03 TEWL wzrost
0 3% w 1. tygodniu (T1), natomiast w T4 byt 0 3% nizszy
niz warto$¢ wyjsciowa. W przypadku DW04 zmiany TEWL
w czasie byly istotne statystycznie (p =0,017). WT1 TEWL
wzrost 0 9% w poréwnaniu z warto$cig wyjsciowg (p, g
0,039). W okresie T1-T3 TEWL zmniejszyt si¢ o 11%,
a w T4 byt 0 5% nizszy niz warto$¢ wyjéciowa. Rdznica
migdzy TO a T4 nie byla jednak istotna statystycznie (p, g
= 0,204). Zmiana TEWL wzgledem wartos$ci wyjsciowej

TO T1 T3

e DW(3 === DW04
Fig. 4. Changes in skin hydration (a) and transepidermal water loss (b) determined for the DW03 and DW04 topical formula-

TO T1 T3

=0=DW0] ==ll=DW02
Fig. 5. Changes in skin melanin content (a) and erythema level (b) determined for the DWO01 and DWO?2 topical formulations

w T4 nie roznita sig
istotnie miedzy DWO03
aDW04 (p =0,591).
Eksploracyjne porow-
nanie formulacji zawiera-
jacych ekstrakt z chmielu
wykazato odmienny cha-
rakter wptywu na oma-
wiane parametry skory
po 4 tygodniach stoso-
wania. W porownaniu
z warto$ciami wyjscio-
wymi formulacja DW03
zwickszata nawilzenie
skory o 17% i1 zmniejsza-
ta TEWL o 3%, natomiast
formulacja DWO01 zmniej-
szata nawilzenie o ok.
2% 1 zwigkszata TEWL
0 22%. Zmiany wzgledem
wartosci  wyjsciowych
w 4. tygodniu badania
(T4) roznity si¢ istotnie
migdzy DWO1 i DWO03
zarowno w zakresie para-
metru nawilzenia skory
(»=0,002), jak i wartosci
TEWL (p = 0,005).
Parametry kolorytu skéry. W grupie I parametry
kolorytu skory wykazywaly zmiany zalezne od zastoso-
wanego podtoza kosmetycznego oraz od czasu stosowania
(rys. 5). W przypadku wskaznika melaniny dla formulacji
DWOI stwierdzono istotne statystycznie zmiany w czasie
(p = 0,041). W poréwnaniu z wartoscig wyjsciowa (TO0)
zawarto$¢ melaniny zmniejszyta si¢ o 6% w T1, wzrosta
0 6% w T3, a nastgpnie ponownie zmniejszyla sie¢ o 5%
w T4. Zmiany obserwowane w T1 i T3 nie byly istotne
statystycznie (p, g 0,0831ip, g 0,071), natomiast spadek
odnotowany w T4 byl istotny statystycznie (p, i 0,046).
W przypadku formulacji DW02 rowniez stwierdzono istotne
statystycznie zmiany zawartosci melaniny w czasie (p =
0,009). Wartos¢ ta zmniejszyta si¢ 0 6% w T11i0 5% w T3,
a nastgpnie w T4 wzrosta o 12%. Zmiany zaobserwowa-
ne w T1 i T3 nie byly istotne statystycznie (p, g 0,118
ip, G 0,142), natomiast wzrost odnotowany w T4 byt
istotny statystycznie (p, g = 0,012). W T4 zmiana wzgle-
dem warto$ci wyjsciowej roznita si¢ istotnie migdzy DWO1
a DWO02 (p = 0,006). Poziom rumienia w obszarze skory
poddawanej dziataniu emulsji DWO01 wzrost o 2% w T1
i 0 7% w T3, a nastepnie w 4. tygodniu (T4) zmniejszyt
si¢ 0 5% w poroOwnaniu z warto$ciag wyjSciowa. Zmiany
zaczerwienienia w czasie byly istotne statystycznie (p =
0,018), natomiast zmiana w T1 nie byla istotna statystycznie
@, = 0,284), a wzrost w T3 i nastgpujacy po nim spadek
w T4 byly istotne statystycznie (odpowiednio p, 5= 0,034

TEWL

Czas, tydzien

Poziom zaczerwienienia

Czas, tydzien
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Fig. 6. Changes in skin melanin content (a) and erythema level (b) determined for the DW03 and DW04 topical formulations

during a 4-week in vivo study (group I1)

Rys. 6. Zmiany zawartos$ci melaniny (a) i poziomu zaczerwienienia (b) dla opracowanych emulsji DW03 i DW04 pod-

czas 4-tygodniowego badania in vivo (grupa Il)

ip, g = 0,048). W przypadku formulacji DW02 poziom
rumienia zmniejszyt si¢ 0 4% w T1, wzrést o 6% w T3,
anastgpnie ponownie zmniejszyt si¢ 0 2% w T4. Zmiany te
nie byty istotne statystycznie w czasie (p = 0,089), dlatego
nie przeprowadzono dalszych porownan post hoc. W 4.
tygodniu (T4) zmiana zaczerwienienia skory wzgledem
warto$ci wyjéciowej roznila si¢ istotnie migdzy DWOI
1DWO02 (p =0,041).

W grupie I, w przypadku formulacji DW03, zaobserwo-
wano poczatkowo zmniejszenie obu wskaznikow kolorytu
skory, po czym w kolejnych pomiarach nastgpowat ich
wzrost, natomiast DW04 wykazywala ogolng tendencje
wzrostowg (rys. 6). W przypadku DWO03 zmiany zawartosci
melaniny w czasie byly istotne statystycznie (p = 0,000).
Wskaznik ten zmniejszyt si¢ 0 7% w T1 (»,,; = 0,021),
wzrost 0 9% w T3 (p,, = 0,013), a w T4 pozostat o 1%
powyzej wartosci wyjsciowej (p, i 0,721). W odniesieniu
do formulacji DW04 zawarto$¢ melaniny wzrosta o odpo-
wiednio 2, 51 9% w T1, T3 i T4, a jej zmiany w czasie
byty istotne statystycznie (p = 0,022). Zmiany w T1 1 T3
nie byly istotne statystycznie (odpowiednio, p, s = 0,442
ip, s = 0,086), natomiast wzrost o 9% w T4 byt istotny
statystycznie (p, g 0,027). W 4.
tygodniu badania zmiana pozio-
mu melaniny wzgledem wartos$ci
wyjsciowej roznita si¢ istotnie
miedzy DWO03 a DW04 (p =
0,031). W przypadku zaczer-
wienienia dla DW03 odnotowa-
no zmniejszenie wartosci o 2%
w 1. tygodniu (T1), a nastgpnie
wzrost 0 6% w T3 10 3% w T4.
Zmiany wskaznika rumienia
w czasie byly istotne staty-
stycznie (p = 0,044). Zmiana
w T1 oraz wzrost w T4 nie byly
istotne statystycznie (p, 5= 0,312
ip, 5= 0,118), natomiast wzrost
w T3 byt istotny statystycz-
nie (P, = 0,049). Stosowanie

Zmiany wybranych
parametréw topografii skory, %

105/9 (2026) Gfzomyst,

Poziom zaczerwienienia

Szorstko$¢ [SEr]

0

emulsji DW04 stopniowo
zwigkszato zaczerwienie-
nie skory, o 1% w T1, 2%
w T3 1 4% w T4. Zmiany
wskaznika rumienia w cza-
sie nie byly jednak istotne
statystycznie (p = 0,164).
W ostatnim tygodniu T4
zmiana wzgledem warto-
$ci wyjsciowej nie roznita
si¢ istotnie miedzy DWO03
1 DW04 (p = 0,493).
Poréwnanie formulacji
DWOI oraz DWO03 wyka-
zato odmienne zmiany
parametrow kolorytu skory po 4 tygodniach stosowania.
W przypadku formulacji DWO1 odnotowano zmniejszenie
0 5% zaréwno poziomu melaniny, jak i rumienia w poréw-
naniu z warto$cig wyj$ciowa, natomiast w przypadku
DWO03 stwierdzono wzrost zawarto$ci melaniny o 1% oraz
zaczerwienienia o 3%. Zmiany wzgledem wartosci wyj-
Sciowej roznily si¢ istotnie miedzy DWO01 i DWO03 zaréwno
w zakresie melaniny (p = 0,029), jak i rumienia (p =0,017).
W przypadku formulacji DWO01 zmniejszenie ocenianych
parametrow kolorytu zaobserwowano dopiero w koncowym
etapie badania, podczas gdy poczatkowe spadki odnotowane
dla DWO03 w T1 nie utrzymatly si¢ do T4. Rowniez formu-
lacje referencyjne niezawierajace ekstraktu roznity si¢ pod
wzgledem obserwowanych zmian, w przypadku DW02 w T4
odnotowano wzrost zawartosci melaniny pomimo niewielkie-
g0 zmniejszenia poziomu rumienia, natomiast w przypadku
DWO04 obserwowano stopniowy wzrost obu parametrow.
Parametry topografii skéry. W grupie I zarowno emul-
sja DWO01, jak i odpowiadajaca jej formulacja referencyjna
DWO02 niezawierajaca HL, spowodowaty mierzalne zmia-
ny topografii skory po 4 tygodniach stosowania (rys. 7).
Wskaznik SEr (parametr szorstkosci skory, surface

T1
Czas, tydzien

T3 T4

Parametry topografii powierzchni skory

Wygtadzenie [SEsm] Ztuszczanie [SEsc]

mDWO01 mDWO02

Fig. 7. Changes in selected skin topography parameters determined for the DW01 and DW02 topical formulations
during in vivo studies (group I) after 4 weeks of application

Rys. 7. Zmiany wybranych parametrow topografii skory okreslone dla opracowanych emulsji DWO01 i DW02
podczas badan in vivo (grupa 1), po 4-tygodniowym okresie stosowania
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Fig. 8. Changes in selected skin topography parameters determined for the DW03 and DW04 topical formula-

tions during in vivo studies (group Il) after 4 weeks of application

Rys. 8. Zmiany wybranych parametréw topografii skory okreslone dla opracowanych emulsji DW03 i DW04

podczas badan in vivo (grupa Il), po 4-tygodniowym okresie stosowania

evaluation of living skin — roughness) wzrést o 47% po
zastosowaniu DWO01 oraz o 18% po zastosowaniu DW02
W porownaniu z wartoscia wyjsciowa (T0). Zmiany mig-
dzy TO a T4 byly istotne statystycznie zarowno dla DWO01
(» =0,003), jak i DWO02 (p = 0,041). Porownanie indywi-
dualnych zmian wzglgdem warto$ci wyjsciowej wykazato
istotnie wigkszy wzrost SEr dla DWO1 niz dla DWO02 (p =
0,018). Wskaznik ztuszczania SEsc (skin scaliness) zmniejszyt
si¢ 0 13% w obszarze skory poddawanej dziataniu DWO1
oraz o 18% w obszarze skory poddawanej dziataniu DWO02.
Zmiany te byly istotne statystycznie w porownaniu z warto-
$cig wyjsciowa (DWO1 p =0,027; DW02 p =0,011). Jednak
stopien zmniejszenia wskaznika SEsc nie rdznit si¢ istotnie
miedzy obiema formulacjami (p = 0,284). Wskaznik gladko-
$ci SEsm (skin smoothness) wzrost o 21% po zastosowaniu
formulacji DWOI1 oraz o 29% po zastosowaniu formulacji
DWO02. Zmiany wzgledem warto$ci wyjsciowej byly istotne
statystycznie dla obu formulacji (DWO01 p = 0,015; DW02
p=0,006). Chociaz wzrost byt liczbowo mniejszy dla DWO01,
réznica AT4 migdzy DWO1 i DW02 nie osiagnela istotnosci
statystycznej (p = 0,079). Tym samym DWO01 i DW02 wyka-
zywaly podobny wptyw na parametr SEsc, natomiast réznice
w ich wptywie na szorstkos¢ (SEr) byty wyrazniejsze.

W grupie II formulacje DWO03 oraz DW04 wykazywaly
odmienne zmiany parametréw topografii skory po 4 tygo-
dniach stosowania (rys. 8). Wskaznik SEr wzrést o 61% po
zastosowaniu DWO03 (p = 0,001), natomiast w przypadku
DWO04 odnotowano jego zmniejszenie o 6%; zmiana ta nie byta
istotna statystycznie (p = 0,214). Poréwnanie AT4 wykazato
istotng roznice migdzy DW03 a DW04 (p = 0,002). Wskaznik
SEsc wzrdst o 24% w obszarze skory poddawanej dziataniu
DWO3 oraz o 18% w obszarze skory poddawanej dziataniu
DWO04. Obie zmiany mi¢dzy TO a T4 byty istotne statystycznie
(DW03 p =0,009; DW04 p = 0,026), jednak r6znica miedzy
obiema formulacjami nie byta istotna statystycznie (p =0,173).
Wskaznik SEsm wzrést o 7% po zastosowaniu DWO03 oraz

968

o 16% po zastosowaniu DWO04.
Zmiana obserwowana dla DWO03 nie
byta istotna statystycznie (p = 0,168),
natomiast wzrost odnotowany dla
DWO04 byt istotny statystycznie (p =
0,018). Zmiany wzgledem wartosSci
wyjsciowe] roznily si¢ istotnie mig-
dzy DW03 a DW04 (p = 0,041), co
wskazuje na mniej nasilone zmiany
parametru SEsm po zastosowaniu
formulacji zawierajacej ekstrakt
z chmielu.

Poréwnanie formulacji zawieraja-
cych ekstrakt HL wykazato réznice
w zmianach parametrow topografii
skory po 4 tygodniach stosowania.
Wskaznik SEr wzrost o 47% po
zastosowaniu DWO01 oraz o 61% po
zastosowaniu DWO03. Réznica miedzy
niezaleznymi grupami badanymi nie byta istotna statystycznie
(p = 0,112). Wskaznik SEsc zmniejszyt si¢ o 13% po zasto-
sowaniu DWO01, podczas gdy po zastosowaniu DW03 wzrost
0 24%, co przetozyto si¢ na istotng statystycznie roznice
miedzy grupami (p = 0,003). Wzrost wskaznika SEsm byt
wickszy dla DWO1 niz dla DWO03 i wynosit odpowiednio 21
17%; r6znica ta rdwniez byla istotna statystycznie (p = 0,027).

Ztuszczanie [SEsc]

Omowienie wynikow

Wptyw struktury podtoza na stabilnos¢
fizyczng emulsji O/W zawierajacych ekstrakt HL

Badanie zaprojektowano w celu oceny, czy 2 podtoza nale-
zace do tej samej klasy postaci emulsji O/W moga znaczaco
r6zni¢ si¢ zdolnoscig do zastosowania w formulacji zawiera-
jacej ten sam komercyjny sktadnik HL. Zagadnienie to jest
istotne, poniewaz wczesniejsze badania wykazaty wyrazng
zalezno$¢ dziatania miejscowego HL od zastosowanego sys-
temu galenowego, porownujac kremy O/W i W/O'9. W niniej-
szym badaniu poroéwnanie bylo wezsze 1 ukierunkowane na
aspekty formulacyjne: oba systemy byly emulsjami O/W, jed-
nak ich sktad oraz stopien organizacji strukturalnej wyraznie
si¢ roznity. Wyniki wskazuja, ze roznice te byly wystarczajace
do uzyskania odmiennych profili stabilnosci, co potwierdza,
ze architektura formulacji jest istotnym czynnikiem deter-
minujacym wiasciwosci ztozonych sktadnikow pochodzenia
roslinnego. Wszystkie formulacje wykazywaty stosunkowo
niewielkie zmiany pH podczas 12 tygodni przechowywania.
Emulsje DW01 i DWO02 utrzymywaty pH w umiarkowanie
kwasnym zakresie 5,55-5,73, natomiast dla DW03 i DW04
warto$ci te miescily sie w zakresie 6,22—6,50. Chociaz pH
moze wplywac na dziatanie emulgatoréw, stopien hydratacji
polimeréw oraz stan jonizacji sktadnikow formulacji*?, r6z-
nic w stabilnoéci obu systemow podtozy nie mozna wyjasni¢
wylacznie roznicami w pH. Najbardziej wyrazng réznica fizy-
kochemiczng byta warto$¢ lepkosci pozornej, jej poczatkowe
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wartosci dla DW03 i DW04 wynosilty odpowiednio ok. 45900
146800 mPa-s w poréwnaniu z 10680 mPa-s dla DWO1 oraz
15760 mPa-s dla DWO02. Wieksza lepkos$c¢ fazy ciagtej powin-
na ogranicza¢ ruchliwos$¢ kropel fazy rozproszonej i moze
opozniac ich grawitacyjne przemieszczanie si¢, a tym samym
rozdzial faz w emulsjach o uporzadkowanej strukturze* .
Poniewaz lepkos¢ mierzono przy jednym ustalonym parame-
trze pomiaru rotacyjnego, a nie w catym zakresie szybkosci
$cinania, uzyskane dane nalezy interpretowac jako wartosci
porownawcze lepkos$ci pozormej, a nie jako petng charaktery-
styke wlasciwosci reologicznych. Wyniki pomiaréw gestosci
oraz analizy metodg MLS wskazywaly na wieksza stabilno$¢
fizyczng podlozy DW03/DWO04. Po 12 tygodniach zmiany
warto$ci gestosci pozostawaly ponizej 0,2% dla DWO3 i nie
przekraczaly 1,2% dla DWO04, podczas gdy DWO01 i DW02
wykazywaly znacznie wigksze roznice. W temp. 4°C oraz
w temperaturze pokojowej wszystkie formulacje wykazywaty
niskie wartos$ci wskaznika TSI przez caly okres badania, co
sugerowalo zadowalajaca stabilno$¢ fizyczng w testowanych
warunkach przechowywania. W temp. 45°C DWO01 i DW02
wykazywaty mierzalne oznaki destabilizacji juz od 1. tygodnia
badania, podczas gdy DW03 i DW04 pozostawaty stosunkowo
stabilne przez pierwsze 4 tygodnie, a wzrost TSI nastgpo-
wat dopiero w pdzniejszym okresie. Oznacza to, ze podtoze
o wigkszej lepkosci pozornej nie zapobiegato destabilizacji
termicznej, lecz opdzniato jej wystgpienie. Profile wsteczne-
go rozpraszania $wiatta dodatkowo wskazywaty na zalezne
od formulacji zmiany strukturalne. W formulacjach DWO01
1 DW02 zmiany obejmowaty znaczng cz¢$¢ wysokosci probki,
natomiast w DW03 i DW04 pojawiaty si¢ pdzniej i byty zloka-
lizowane bardziej w jej gornej czesci. Obserwacie te sg zgodne
ze zmianami w oddziatywaniach migdzy kroplami oraz ich
migracji, jednak sama metoda MLS nie pozwala jednoznacznie
rozrozni¢ flokulacji, koalescencji ani zmian wielkosci kropel®.
Poniewaz nie wykonano uzupehiajacych badan mikroskopo-
wych ani analizy wielkosci kropel, nie mozna jednoznacznie
przypisa¢ obserwowanej destabilizacji konkretnemu mecha-
nizmowi wykraczajacemu poza to, co wynika z danych
dotyczacych wstecznego rozpraszania swiatta. Pordwnanie
formulacji zawierajacych ekstrakt HL z odpowiadajacymi
im formulacjami referencyjnymi rowniez wymaga ostroznej
interpretacji. Komercyjny surowiec HL zawierat propanodiol,
gliceryne, ekstrakt z Humulus lupulus L. oraz kwas cytryno-
wy, natomiast formulacje referencyjne przygotowano poprzez
pominigcie komercyjnego sktadnika, a nie poprzez zastgpienie
pozostatych sktadnikéw jego podloza innymi substancjami.
W zwigzku z tym réznic migdzy DWO1 i DWO02 oraz migdzy
DWO03 i DW04 nie mozna przypisa¢ wytacznie sktadnikom
pochodzacym z chmielu. Odzwierciedlaja one efekt zwigza-
ny z wprowadzeniem kompletnego komercyjnego sktadnika
zawierajacego HL do kazdego z podlozy. Ograniczenie to
ma szczeg6lne znaczenie w kontekscie badan formulacyj-
nych i nie pozwala na wnioskowanie o swoistym dziataniu
synergistycznym ekstraktu HL w potgczeniu z poszczegdlnymi
substancjami pomocniczymi.
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Wptyw struktury podtoza na odpowiedz
bariery skornej in vivo

Nawilzenie warstwy rogowej naskorka oraz wskaznik
TEWL uznano za podstawowe parametry zwigzane z funk-
cjonowaniem bariery skdrnej, poniewaz opisuja uzupelniajace
sie aspekty gospodarki wodnej naskorka. Nawilzenie odzwier-
ciedla zawartos¢ wody w powierzchniowej warstwie rogowej
naskorka, natomiast parametr TEWL odzwierciedla bierny
przeptyw wody przez bariere naskorkowa" > %, Parametry te
nalezy interpretowac lacznie: wzrost nawilzenia bez towarzy-
szacego zmniejszenia TEWL moze przede wszystkim odzwier-
ciedla¢ dziatanie humektantowe, podczas gdy zmniejszenie
TEWL moze wskazywaé na poprawe kontroli utraty wody
poprzez tworzenie filmu powierzchniowego, uzupehia-
nie lipidow lub czgéciowe dziatanie okluzyjne. Najbardziej
spojng odpowiedz w zakresie parametrow bariery skornej
obserwowano w przypadku emulsji DWO03. Po 4 tygodniach
badania nawilzenie warstwy rogowej naskorka wzrosto o 17%
wzgledem wartosci wyjsciowe], a zmiana ta roznila si¢ istot-
nie od tej obserwowanej dla odpowiadajacej jej formulacji
referencyjnej DW04. Wskaznik TEWL w obszarze skory pod-
dawanej dziataniu DWO3 pozostawal zblizony do wartosci
wyjsciowej, zmniejszajac si¢ o 3%. Zas w przypadku DW04
TEWL réwniez utrzymywat si¢ na poziomie zblizonym do
wartosci wyjsciowej, ale nie obserwowano utrzymujgcego si¢
wzrostu nawilzenia. Podloze DW03/DWO04 zawieralo kilka
sktadnikow o potwierdzonym dziataniu humektantowym lub
wspierajacym funkcjonowanie bariery skornej, w tym glice-
ryng, pantenol, skwalan, ceramid NP oraz uwodoriony olej
roslinny?* 2. Dodatkowy wzrost nawilzenia obserwowany dla
DWO03 moze zatem by¢ zwigzany z wprowadzeniem komer-
cyjnego sktadnika, ekstraktu HL. Poniewaz jednak formulacja
referencyjna nie byta dopasowana pod wzgledem pozostatych
sktadnikow wprowadzanych wraz z surowcem, nie mozna
oddzieli¢ udzialu sktadnikéw pochodzacych z chmielu od
wplywu propanodiolu i gliceryny obecnych w komercyjnym
sktadniku HL. W przypadku podtoza DW01/DWO02 obserwo-
wany profil zmian byt inny. Po 4 tygodniach testowania poziom
nawilzenia powrodcit do warto$ci zblizonych do wyjsciowych
dla obu formulacji, podczas gdy parametr TEWL wzrost 0 22%
dlaDWO01 10 11% dla DW02, a wzrost ten byt istotnie wigkszy
dla emulsji DW01. W zwigzku z tym wprowadzenie komercyj-
nego sktadnika HL do tego podtoza nie poprawito parametrow
zwigzanych z funkcjonowaniem bariery skornej. Rdznica mie-
dzy DWO01 a DWO03 jest istotna, jednak formulacje te badano
w niezaleznych grupach, a ich bezposrednie pordwnanie miato
charakter eksploracyjny. Wyniki nalezy zatem interpretowac
jako wskazujace na odmienne zmiany parametrow skory, a nie
jako kontrolowane potwierdzenie przewagi jednej formulacji
nad drugg. Dodatkowg cechg réznicujacg sktad obu systemow
emulsyjnych byla obecno$¢ dimetikonu, uwodornionego oleju
roslinnego, pantenolu i skwalanu w DW03/DW04 oraz ich brak
w DWO01/DWO02. W polaczeniu z bardziej uporzadkowang
faza lipidowg sktadniki te mogty sprzyjac¢ tworzeniu bardziej
ciagtego i trwatego filmu na powierzchni skory, wspierajac




zatrzymywanie wody 1 ograniczajac jej utrat¢ przeznaskor-
kowa. Interpretacja ta jest zgodna z korzystniejszym profilem
nawilzenia i TEWL obserwowanym dla DW03 w poréwnaniu
z DWOL1. Jednoczes$nie lepsze wlasciwosci fizykochemiczne
systemu DW03/DWO04 sugeruja, ze jego wigksza odpornosé
na destabilizacje mogta wynika¢ z Iacznego wptywu obecnosci
sktadnika silikonowego, sktadu fazy lipidowej oraz bardziej
uporzadkowane;j struktury podtoza. Poniewaz jednak oba pod-
foza emulsyjne réznily si¢ pod wzgledem kilku zmiennych
formulacyjnych, nie mozna wyodrebni¢ specyficznego udziatu
dimetikonu od wplywu pozostatych substancji pomocniczych.
Wyniki wskazuja zatem, ze o ogdlnych wiasciwosciach fizyko-
chemicznych formulacji oraz ich dziataniu na skore decydowaty
przede wszystkim sktad jako$ciowy i organizacja strukturalna
podtoza, a nie sama obecno$¢ HL. Wskazniki melaniny, rumie-
nia oraz topografii skory uzyskane za pomoca aparatu Visioscan
traktowano jako parametry drugorzedne. Obserwowane zmiany
byly niewielkie, zroznicowane i zalezne od formulacji, a ich
charakter nie wskazywat na jednolite dziatanie depigmenta-
cyjne ani przeciwrumieniowe, ani na og6élny wptyw formulacji
zawierajacych ekstrakt HL na topografie skory. Wskazniki
SELS (surface evaluation of living skin) opisuja odrgbne cechy
optyczne i topograficzne skory zwigzane z szorstkoscia (SEr),
zluszczaniem (SEsc) oraz gtadkoscig (SEsm) i nie powinny
by¢ traktowane jako jeden zbiorczy wskaznik poprawy stanu
skory?*=9, Poniewaz na warto$ci tych parametrow mogg row-
niez wptywac pozostatoéci formulacji na powierzchni skory,
lipidy powierzchniowe, odbicie $wiatta oraz wyjsciowe roznice
w mikrorzeZbie skory, nalezy je interpretowac jako uzupeiniaja-
ce parametry opisowe, ktore nie stanowig bezposredniej oceny
integralnosci bariery naskorkowe;.

Zaleznos$¢ miedzy stabilnoscia formulacji
a jej dziataniem na skore

Laczna analiza wynikoéw badan fizykochemicznych i in
vivo wykazala, ze system podtoza DW03/DWO04 charakte-
ryzowat si¢ zarowno opdzniong destabilizacjg termiczna, jak
1 najkorzystniejszym profilem zmian parametréw nawilzenia
w formulacji zawierajacej HL. Zbiezno$¢ tych obserwacji
sugeruje, ze struktura podloza moze wptywac¢ na sposob
oddzialywania formulacji ze skora. Bardziej uporzadkowana
strukturalnie emulsja moze tworzy¢ na skorze trwalszy 1 bar-
dziej rownomierny film, wpltywac¢ na zatrzymywanie wody
w warstwie rogowej naskorka oraz modyfikowaé miejscowq
dostepnos¢ sktadnikow aktywnych. Sugerowane mechanizmy
znajdujg uzasadnienie w opisanych w literaturze zalezno$ciach
migdzy wlasciwosciami reologicznymi emulsji, zdolnoscia do
tworzenia filmu na powierzchni skory a dziataniem preparatow
stosowanych miejscowo™* 227, Ich udziat w obserwowanych
efektach pozostaje jednak przypuszczeniem, poniewaz nie
byl bezposrednio oceniany w niniejszym badaniu. Nalezy
podkresli¢, ze uzyskane wyniki nie pozwalajg oceni¢ roznic
w uwalnianiu, przenikaniu przez skore ani biodostgpnosci
zwigzkow pochodzacych z chmielu. W niniejszym badaniu nie
przeprowadzono oceny uwalniania in vitro, badan przenikania
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przeznaskorkowego, oceny retencji w skorze ani iloSciowe;j
analizy zawartosci ksantohumolu w gotowych emulsjach.
W zwiazku z tym zalezno$¢ miedzy struktura podtoza a odpo-
wiedzig in vivo nalezy interpretowac jako zalezno$¢ miedzy
wlasciwosciami formulacji a jej dziataniem na skore, a nie
jako dowdd na okreslony mechanizm dostarczania sktadnikow
do skory. Rozréznienie to ma istotne znaczenie dla wlasciwej
interpretacji wynikow w kontekscie formulacji stosowanych
miejscowo. Wyniki badan w warunkach przyspieszonego sta-
rzenia nalezy interpretowac¢ w analogiczny sposob. Ekspozycja
na temp. 45°C stanowita uzyteczny wskaznik umozliwiajacy
porownanie stabilnosci obu systemow O/W, jednak nie pozwa-
la na bezposrednie przewidzenie okresu trwatosci produktu.
Wzrost wartosci parametru TSI obserwowany dla DW03
i DW04 miedzy T8 a T12 wskazuje, ze bardziej uporzadko-
wany strukturalnie system ulegat destabilizacji podczas dtugo-
trwalego stresu termicznego, jednak destabilizacja nastgpowata
pbzniej niz w przypadku podtoza DW01/DWO02 o mniejszej
lepkosci. W temp. 4°C oraz w temperaturze pokojowej wszyst-
kie 4 formulacje pozostawaty fizycznie stabilne przez caty
12-tygodniowy okres obserwacji.

Ograniczenia badania oraz ich znaczenie
dla projektowania formulacji do stosowania
miejscowego

Przy interpretacji wynikow i formulowaniu wnioskow
z badania nalezy uwzgledni¢ kilka ograniczen. Po pierw-
sze, formulacje referencyjne nie zawieraty odpowiednikow
sktadnikow obecnych w komercyjnym ekstrakcie HL, dlate-
go nie mozna jednoznacznie oddzieli¢ wptywu sktadnikow
pochodzacych z chmielu od wplywu pozostatych sktadnikow
wprowadzanych wraz z ekstraktem. Po drugie, ze wzgledu na
ograniczenia wynikajace z ochrony informacji zastrzezonych
doktadne sktadniki przemystowych formulacji podano w postaci
wykazéw INCI oraz zakresdéw stezen zgodnych z CPNP, co
ogranicza mozliwo$¢ pelnej interpretacji mechanistycznej oraz
niezaleznego odtworzenia sktadu podtozy. Po trzecie, lepkos¢
pozorng mierzono w jednym ustalonym warunku pomiaru, a nie
przeprowadzono pomiaréw wielkosci rozktadu czastek, badan
mikroskopowych ani badan uwalniania, przenikania ani retencji
w skorze. Ograniczenia te utrudniajg formutowanie wnioskow
dotyczacych mechanizmoéw, nie podwazaja jednak stwierdze-
nia, Ze oba systemy podtozy emulsji O/W wyraznie roznily si¢
pod wzgledem stabilnos$ci fizycznej oraz odpowiedzi in vivo
zwigzanej z funkcjonowaniem bariery skornej. Rowniez projekt
badania in vivo wigzat si¢ z istotnymi ograniczeniami. Emulsje
DWO01/DW02 oraz DW03/DW04 oceniano na oddzielnych
grupach ochotnikow, przydziat formulacji do poszczegdlnych
stron twarzy byt ustalony, a nie losowy, grupy badane byty
zrdznicowane pod wzgledem wieku i typu skory, a w bada-
niu nie uwzgledniono niepoddawanego dziataniu formulacji
obszaru kontrolnego twarzy. Czterotygodniowy okres obser-
wacji dodatkowo ograniczat mozliwo$¢ wyciggania wnioskow
dotyczacych utrzymywania si¢ efektow w dtuzszej perspek-
tywie czasowej. Niemniej jednak poréwnania typu split-face

Brzemysy,  105/9 (2026)



w obrebie poszczegdlnych grup ograniczaty wptyw zmiennosci
miedzyosobniczej w podstawowych poréwnaniach formulacji
zawierajacej HL z odpowiadajacg jej formulacja referencyjna.
Zbieznos¢ wynikow badan fizykochemicznych 1 oceny funkcji
bariery skomej potwierdza gtowny wniosek, ze sktad podtoza do
stosowania miejscowego jest istotnym czynnikiem determinuja-
cym dziatanie formulacji. Dalsze badania powinny obejmowaé
odpowiednio zaprojektowane formulacje kontrolne uwzgled-
niajace sktadniki towarzyszace komercyjnemu ekstraktowi HL,
losowy przydziat stron twarzy, referencyjny obszar pozbawiony
pielegnacji, bardziej jednorodne grupy badawcze oraz pomia-
ry uwalniania i retencji sktadnikow w skorze, aby umozliwi¢
okreslenie mechanizmow lezacych u podstaw obserwowanej
zaleznoSci dzialania od zastosowanego podioza.

Podsumowanie

Wykazano, ze dziatanie komercyjnego sktadnika zawiera-
jacego Humulus lupulus L. w emulsjach O/W do stosowania
miejscowego w znacznym stopniu zalezy od wiasciwosci fizy-
kochemicznych oraz organizacji strukturalnej podtoza. W temp.
4°C oraz w temperaturze pokojowej wszystkie formulacje
pozostawaly fizycznie stabilne przez 12 tygodni, natomiast
zastosowanie stresu termicznego w temp. 45°C wyraznie uwi-
docznito réznice migdzy oboma systemami. Bardziej uporzad-
kowane strukturalnie podtoze DW03/DWO04 charakteryzowato
sie znacznie wigksza lepkoscia pozorng, niewielkimi zmianami
gestosci oraz op6zniong destabilizacja w porownaniu z DWO01/
DWO02. W badaniu in vivo emulsja DW03 wykazywata naj-
bardziej spdjne dziatanie w zakresie parametrow zwigzanych
z funkcjonowaniem bariery skormej, zwigkszajac nawilzenie
warstwy rogowej naskorka o 17% przy jednoczesnym utrzy-
maniu poziomu TEWL zblizonego do warto$ci wyjsciowe;.
Formulacja DWO01 nie zapewniala natomiast utrzymujacego
si¢ efektu zwigkszenia nawilzenia 1 wigzata si¢ z niekorzyst-
nym wzrostem wskaznika TEWL. Wyniki dotyczace kolorytu
1topografii skory byly zroznicowane i nalezy je traktowac jako
parametry drugorzedne, ktorych zmiany zalezaty od zastosowa-
nej formulacji. Poniewaz formulacje referencyjne nie uwzgled-
nialy skfadnikow towarzyszacych obecnych w komercyjnym
sktadniku HL, a takZe nie przeprowadzono badan uwalniania
ani przenikania, obserwowanych efektow nie mozna przypisa¢
wylacznie zwigzkom pochodzacym z chmielu ani okreslone-
mu mechanizmowi dostarczania sktadnikow do skory. Mimo
wskazanych ograniczen wyniki potwierdzaja, ze podtoze nie
jest obojetnym nosnikiem, lecz istotnym czynnikiem determi-
nujacym zarowno stabilno$¢ fizykochemiczng formulacji, jak
1jej dzialanie na skorg. Racjonalne projektowanie formulacji do
stosowania miejscowego zawierajacych sktadniki pochodzenia
roslinnego powinno zatem uwzglednia¢ zaréwno sktad i orga-
nizacje strukturalng podtoza, jak i wtasciwosci zastosowanych
substancji aktywnych.

Badania byly czesciowo finansowane przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach szostej edycji pro-
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gramu Ministra Edukacji i Nauki ,, Doktorat wdrozeniowy”,
nr grantu DWD/6/0333/2022.

Autorzy pragng podziegkowac dr Magdalenie Ciupinskiej
za wsparcie w realizacji badan in vivo przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy.

Zrecenzowano: 09-09-2026
Opublikowano: 17-09-2026

Otrzymano: 08-09-2026
Zaakceptowano: 10-09-2026

LITERATURA

[1]  M.Lodén,Am. J. Clin. Dermatol. 2003, 4,771, https://doi.org/10.2165/00128071-
200304110-00005.

[2]  E.Proksch, J.M. Brandner, J.M. Jensen, Exp. Dermatol. 2008, 17, 1063, https://
doi.org/10.1111/j.1600-0625.2008.00786.X.

[3] AV. Rawlings, C.R. Harding, Dermatol. Ther. 2004, 17, 43, https://doi.
0rg/10.1111/j.1396-0296.2004.0451005.x.

[4] T.F. Tadros, Adv. Colloid Interface Sci. 2004, 108-109, 227, https://doi.
org/10.1016/j.cis.2003.10.025.

[5] L.Gilbert,C. Picard, G. Savary, M. Grisel, Colloids Surf. A: Phys. Eng. Asp. 2013,
421, 150, https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2013.01.003.

[6] D.Langevin, Langmuir 2023, 39, 3821, https://doi.org/10.1021/acs.langmu-
ir.2c03423.

[7]  A.C.Dweck, Handbook of natural ingredients, Independently Published, 2017,
ISBN 978-1521883303.

[8] M.Karabin, T.Hudcova, L. Jelinek, P. Dostalek, Compr. Rev. Food Sci. Food Saf.
2016, 15, 542, https://doi.org/10.1111/1541-4337.12201.

[9] M. Dzienisik, M. Marzec, |. Nowak, Materials 2026, 19, 821, https://doi.
0rg/10.3390/ma19040821.

[10] M.Biendl, Z. Kolenc, B. Ceh, I.J. Kosir, Agric. Conspec. Sci. 2012, 77, 61.

[11] O.R. Pereira, G. Santos, M.J. Sousa, Cosmetics 2022, 9, 139, https://doi.
org/10.3390/cosmetics9060139.

[12] J.F. Stevens, J.E. Page, Phytochemistry 2004, 65, 1317, https://doi.
org/10.1016/j.phytochem.2004.04.025.

[13] Z. Hurth, M.-L. Faber, F. Gendrisch, M. Holzer, B. Haarhaus, A. Cawelius, K.
Schwabe, C.M. Schempp, U. Wolfle, Pharmaceuticals 2022, 15, 350, https://
doi.org/10.3390/ph15030350.

[14] S.A.Provital, Certificate of Analysis for Senseryn™; Manufacturer’s Commercial
Document, Provital SA, Barcelona 2020.

[15] 1SO 16128-2:2017, Guidelines on technical definitions and criteria for natural
and organic cosmetic ingredients and products. Part 2. Guidelines on ingredient
and product calculation.

[16] Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament and of the Council

of 30 November 2009 on Cosmetic Products, Dz.Urz. UE L342/59, https://eur-

-lex.europa.eu/legal-content/PL/TXT/?uri=CELEX%3A32009R1223.

European Commission. Cosmetic Products Notification Portal (CPNP), User

Manual Referring to Article 13, EC, Brussels, Belgium, https://single-market-

-economy.ec.europa.eu/sectors/cosmetics/cosmetic-product-notification-

-portal_en, dostep 22.07.2026 r.

ISO 2811:2016, Farby i lakiery. Oznaczanie gestosci. Cz. 1. Metoda piknome-

tryczna.

[19] World Medical Association, JAMA 2013, 310, nr 20, 2191, https://doi.
0rg/10.1001/jama.2013.281053.

[20] Ustawa z dnia 4 pazdziernika 2018 r. o produktach kosmetycznych, Dz.U.

2008, poz. 2227, https://isap.sejm.gov.pl/isap.nsf/DocDetails.xsp?id=W-

DU20180002227, dostep 21.01.2026 r.

Cosmetics Europe, Guidelines for the Evaluation of the Efficacy of Cosmetic

Products; Cosmetics Europe, Brussels 2008.

RY. Lochhead, [w:] Cosmetic nanotechnology. Polymers and colloids in cos-

-metics (red. S.E. Morgan, K.O. Havelka, RY. Lochhead), ACS Symposium Series

2007,961, 3, https://doi.org/10.1021/bk-2007-0961.ch001.

F. Bouwer, M. Brits, J.M. Viljoen, Pharmaceutics 2025, 17, 1586, https://doi.

org/10.3390/pharmaceutics17121586.

A. Nadarzynski, J. Scholz, M.S. Schroder, Cosmetics 2022, 9, 53, https://doi.

0rg/10.3390/cosmetics9030053.

[25] K. De Paepe, M.-P. Derde, D. Roseeuw, V. Rogiers, J. Eur. Acad. Dermatol.
Venereol. 2000, 14, 272, https://doi.org/10.1046/j.1468-3083.2000.00103.x.

[26] R. Ghadially, B.E. Brown, S.M. Sequeira-Martin, K.R. Feingold, Elias, P.M.
Feingold, J. Clin. Investig. 1995, 95, 2281, https://doi.org/10.1172/JCI117919.

[27] J.W. Fluhr, R. Darlenski, C. Surber, Br. J. Dermatol. 2008, 159, 23, https://doi.

0rg/10.1111/j.1365-2133.2008.08643.x.

C.Trojahn, G. Dobos, M. Schario, L. Ludriksone, U. Blume-Peytavi, J. Kottner,

Skin Res. Technol. 2015, 21, 69, https://doi.org/10.1111/srt.12158.

A. Dzwigatowska, A. Sotyga-Zurek, R.M. Debowska, I. Eris, Skin Res. Technol.

2013,19, 155, https://doi.org/10.1111/srt.12027.

C. Pretel-Lara, R. Sanabria-de la Torre, S. Arias-Santiago, T. Montero-Vilchez,

J. Clin. Med. 2024, 13, 5861, https://doi.org/10.3390/jcm13195861.

[17

[18

21

~
N

[23

[24

[28

[29

[30

971




	s 959

