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Opis wynalazku

Przedmiot wynalazku stanowi emulsja kosmetyczna typu olej/woda i sposdb konserwacji emulsji
kosmetycznych typu olej/woda pozwalajacy na ograniczenie rozwoju mikroorganizmow bez stosowania
konserwantéw chemicznych.

Przemyst kosmetyczny jest jedna z najszybciej rozwijajacych sie gatezi branzy higieny osobistej
na swiecie. Bezpieczenstwo mikrobiologiczne produktéw kosmetycznych to jeden z wazniejszych
aspektéw branych pod uwage podczas produkcji kosmetykdéw. Rozwdj drobnoustrojéw w produkcie ko-
smetycznym prowadzi do jego degradacji, a bliski kontakt mikroorganizméw z podrazniona lub uszko-
dzona skoéra zagraza zdrowiu konsumenta oraz przyczynia sie do rozprzestrzenia i rozwoju réznego
rodzaju infekcji i chordb skory. Sktad nowoczesnych preparatéw kosmetycznych i obecnos¢ w nich wody
sa idealnym srodowiskiem do rozwoju réznego rodzaju mikroorganizmow. Etap produkcji kosmetykow
oraz codzienne ich uzytkowanie przez konsumenta przyczyniaja sie do wystepowania w nich kontami-
nacji. Z tych wtasnie powodow niemozliwa jest masowa produkcja kosmetykéw wolnych od substancji
konserwujacych. Za sprawa regulacji Swiatowych organizacji zdrowia, lista dozwolonych substancji syn-
tetycznych uzywanych podczas produkcji kosmetykéw znaczaco zmniejsza sie. Dlatego tez, w ostatnich
latach wyraznie wzrasta zainteresowanie kosmetykami naturalnymi, a wielu producentéw poszukuje al-
ternatyw dla chemicznych komponentéw. Wiele badan naukowych potwierdza szkodliwo$é chemicz-
nych konserwantéw zabezpieczajacych produkty kosmetyczne. Wiele z nich uznaje sie za powdd alergii
i choréb skérnych. Innym przypisuje sie kancerogenno$¢ czy mutagennosé (Robert i in., 2005). Po-
wszechne wykorzystywanie chemicznych konserwantéw w postaci izotiazolinonéw prowadzi czesto do
powstania ciezkich do wyleczenia egzem i innych alergicznych schorzen skéry (Lorente-Lavirgen i in.,
2019).

Innowacje oraz zmiany w branzy kosmetycznej, ktéra co roku wprowadza na rynek setki nowych
produktéw kosmetycznych, zwiazane sa z rosnacymi wymaganiami konsumentéw. Konsumenci chca
mie¢ dostep do skutecznych, bezpiecznych oraz naturalnych produktéw, ktérych wytwarzanie nie
wptywa negatywnie na srodowisko. Z tych wtasnie powoddw, w sektorze kosmetycznym wciaz poszu-
kiwane sa nowe rozwiazania prowadzace do pozyskiwania i wykorzystywania ekstraktéw i substancji
biologicznie czynnych z izolowanych roslin.

Roslinne kultury in vitro daja mozliwo$¢ szybkiej hodowli roslin leczniczych w kontrolowanych
warunkach laboratoryjnych, ktére sa wolne od zanieczyszczeh i niezalezne od pdr roku. Technika ta
zapobiega nadmiernej eksploatacji naturalnych populacji oraz nie wptywa negatywnie na ekosystem,
umozliwia produkcje roslin bez stosowania pestycyddéw, czy herbicydéw (Eibl i in., 2018). Wiele z nich
jak np. szikonina, skolopamina, kwas rozmarynowy, czy polisacharydy, ktérych produkcja prowadzona
jest w roslinnych kulturach in vitro, zostaty wprowadzone do produktéw kosmetycznych miedzy wcze-
snymi latami 80-tymi, a péznymi 90-tymi (Sato i Yamada, 1984; Deno i in. 1987, Hess, 1992). Szeroko
rozwiniety trend produkcji kosmetykéw w naturalny i zrbwnowazony sposob rozpoczat nowa ere w za-
stosowaniu i popularyzacji technologii roslinnych kultur in vitro. W ciagu ostatnich 10 lat do przemystu
kosmetycznego trafito ponad 50 produktéw opartych na ekstraktach pochodzacych z roslinnych kultur
in vitro, przy czym wiekszo$¢ z nich pozyskiwana jest z kultur zawiesinowych (Eibl i in., 2018). Sktadniki
pochodzenia roslinnego petnia w produkcie kosmetycznym role aktywnych sktadnikéw (np. substancji
nawilzajacych, sulfaktantow, substancji o dziataniu odmtadzajacym). Niektére z nich zostaty opisane
ponize;j.

Roslina, ktéra powszechnie wykorzystywana jest w przemysle kosmetycznym jest lawenda wa-
skolistna (Lavandula angustifolia Mili.). Szeroko opisuje sie aktywnos¢ antymikrobiologiczng jej olejkéw
eterycznych i ekstraktow, a takze pozytywny ich wptyw na skére (Brailko i in., 2017).

Produkcja metabolitéw wtérnych nazywanych substancjami biologicznie czynnymi (w tym olejkéw
eterycznych) odbywa sie zwykle w niektérych momentach rozwojowych roslin. Moze ona zostaé pobu-
dzona, zwielokrotniona lub zmodyfikowana pod wptywem czynnikéw stresogennych zwanych elicyto-
rami. Pod ich wptywem tkanki roslinne w kulturach in vitro produkuja zwiazki biologicznie czynne o wita-
Sciwosciach odmiennych od tych ktére produkowane sa przez rosliny w warunkach naturalnych. Moze
to sie wiazaé na przyktad ze zwiekszeniem potencjatu antymikrobiologicznego i antyoksydacyjnego, co
ma szczegdblne znaczenie dla mozliwosci wykorzystania ich jako substancji konserwujacych kosmetyki.

Z opisu patentowego PL 232759 znana jest emulsja typu olej/woda zawierajaca olejek eteryczny,
oleje roslinne, sktadniki nawilzajace, ktéra charakteryzuje sie tym, ze zawiera od 0,1 do 1% wagowego
lawendowego olejku eterycznego z odmiany ‘Munstead’ lawendy waskolistnej namnazanej w kulturach
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tkankowych in vitro na pozywce MS wzbogaconej o 2 mg-dm- kinetyny, 0,2 mg-dm-3 kwasu indolilo-3-
-octowego oraz elicytora biotycznego — 0,2 mg-dm-3 kwasu jasmonowego, faze wodna w ilosci od 52,2
do 90% wagowych, faze olejowa w ilosci od 9,5 do 46,8% wagowych.

Z opisu patentowego PL 225791 znana jest pozywka do namnazania roslin lawendy waskolistne;
odmiany Munstead w kulturach tkankowych zawierajaca pozywke standardowa MS oraz regulator wzro-
stu, kinetyne, ktéra charakteryzuje sie tym, ze na jeden dm?3 pozywki standardowej MS zawiera 2 mg
kinetyny, 0,2 mg kwasu indolilo-3-octowego oraz 0,2 mg kwasu jasmonowego. Namnazanie roslin na
pozywce wedtug wynalazku pozwala zwiekszy¢ produkcje lawendowego olejku eterycznego i uzyskaé
jego bogatszy skiad, a co za tym idzie lepsze wiasciwosci konserwujace, antymikrobiologiczne oraz
antyoksydacyjne.

Jednym z najnowszych uzywanych w kulturach in vitro elicytoréw sa nanoczastki srebra. Nano-
srebro uzywane jest powszechnie przy produkcji wielu kosmetykéw oraz jest uznawane za bezpieczne
dla konsumenta. Prowadzone ostatnio badania naukowe potwierdzaja wptyw AgNPs na skfad i zawar-
tos¢ olejkdw eterycznych lawendy waskolistnej hodowanej w kulturach in vitro (Wesotowska i wsp.
2019).

Emulsja kosmetyczna typu olej/woda, wedtug wynalazku, zawierajgca oleje roslinne, sktadniki
nawilzajace, przy czym zawiera faze wodng w ilosci 52,2 do 90% wagowych, faze olejowa w ilosci 9,5
do 46,8% wagowych, charakteryzuje sie tym, ze zawiera od 0,1 do 3% wagowych rozdrobnionych su-
chych tkanek roslin lawendy waskolistnej namnazanej w kulturach tkankowych in vitro na pozywce MS
wzbogaconej o od 0,5 do 10 mg dm nanoczastek srebra o srednicy od 13 do 30 nm. Faze olejowa
stanowi lanolina w ilo$ci od 6 do 15% wagowych, wosk pszczeli w ilosci 3 do 10% wagowych, masto
shea w iloéci od 3 do 10% wagowych i olej jojoba w ilosci od 20 do 50% wagowych. Faze wodna stanowi
D-pantenol w iloéci od 1 do 5% wagowych, gliceryna w ilo$ci od 1 do 5% wagowych oraz woda w ilosci
od 20 do 40% wagowych.

Sposdb konserwacii emulsji kosmetycznej typu olej/woda, wedtug wynalazku, zawierajacej oleje
rodlinne, sktadniki nawilzajace charakteryzuje sie tym, ze do emulsji dodaje sie od 0,1 do 3% wagowych
rozdrobnionych suchych tkanek roslin lawendy waskolistnej namnazanej w kulturach tkankowych in vitro
na pozywce MS wzbogaconej o od 0,5 do 10 mg dm-3 nanoczastek srebra o $rednicy od 13 do 30 nm.

Zaleta rozwiazania weditug wynalazku jest to, ze hodowla lawendy na pozywce MS zawierajacej
w swoim sktadzie AgNPs pozwala uzyskaé lepsze wtasciwosci konserwujace, antymikrobiologiczne
oraz antyoksydacyjne ich tkanek. W zwiazku z czym, susz pozyskany ta metoda, stanowi naturalny
konserwant (pod wzgledem antymikrobiologicznym i antyoksydacyjnym) oraz pozwala na wyeliminowa-
nie wykorzystania konserwantéw chemicznych. Jednoczeénie tkanki roslin namnozonych w kulturach
in vitro, ze wzgledu na nizsza zawartosc ligniny i celulozy sa tatwiejsze do rozdrobnienia. Przygotowana
w ten sposob emulsja, przechowywana w lodéwce moze by¢ uzywana przez konsumenta przez okres
do 6 tygodni bez obawy rozwoju w nim mikroorganizmoéw. Jest to produkt atrakcyjny, ktéry zawiera
w swoim sktadzie naturalne sktadniki, bezpieczne dla uzytkownika. Tkanki lawendy namnazanej w kul-
turach in vitro moga by¢ po rozdrobnieniu dodawane do emulsji kosmetycznych poniewaz sg zbudo-
wane z tkanek pozbawionych duzych ilosci tyka i czeéci zdrewniatych.

Rozwiazanie wedtug wynalazku przedstawione jest w przyktadach wykonania.

Przyktad 1

W celu przygotowania medium hodowlanego uzyto podstawowa pozywke MS (Murashige
i Skoog, 1962) zawierajaca skfadniki mineralne w postaci: azotan amonu (NH3NQO3) w ilosci 1650
mg/dm?, azotan potasu (KNO3) w ilosci 1900 mg/dm?, siarczan magnezu (MgSQ4-7H20) w ilosci 370
mg/dm?, diwodorofosforan potasu w ilosci 170 mg/dm? (KH2POs), chlorek wapnia (CaCl2-2H20) w ilosci
440 mg/dm3, jodek potasu (KJ) w ilosci 0,83 mg/dms3, kwas borowy (HzBO3) w ilosci 6,2 mg/dm?, siarczan
manganu (II) (MnSOs-4H20) w ilodci 22,3 mg/dm?3, siarczan cynku (ZnSOs-7H20) w ilosci 8,6 mg/dm?,
molibdenian (V1) sodu (Na2MoQas-2H20) w iloéci 0,25 mg/dm3, siarczan Zelaza (1) (FeSQOas-7H20) w ilosci
27,8 mg/dm?3, wersenian disodu (Na:EDTA-2H.0) w ilosci 37,3 mg/dm3, siarczan miedzi (Il)
(CuS04:5H20) w ilosci 0,025 mg/dm3, chlorek kobaltu (1) (CoCl2-6H20) w ilosci 0,025 mg/dm3. Dodat-
kowe sktadniki organiczne zawarte w pozywce byty nastepujace: niacyna w iloéci 0,5 mg/dm?, pirydok-
syna HCI w ilosci 0,5 mg/dms3, tiamina HCI w ilosci 0,1 mg/dm?, glicyna w ilosci 2 mg/dm3. Sktadniki po
odwazeniu zostaty rozpuszczone w wodzie destylowanej. Nastepnie dodano roslinne regulatory wzrostu
takie jak: cytokinine: kinetyne (KIN) w ilosci 2 mg-dm3, auksyne: kwas indolilooctowy (IAA) w ilosci
0,2 mg-dm-3 oraz nanoczastki srebra o wielkosci czasteczki 13 nm w ilosci 1 mg-dm-3. Odczyn pozywek
ustalono na poziomie 5,7 za pomoca stezonego HCI oraz NaOH. Sktadniki state w postaci inozytolu



4 PL 242260 B1

w ilogci 100 mg/dm?, sacharozy w ilosci 30 g/dm?3 i agaru w ilosci 8 g/dm? dodano do wczesniej przygo-
towanej bazy. Catos¢ podgrzewano w wysokiej temperaturze do momentu zagotowania pozywki. Po-
zywke w odmierzone;j ilosci 30 ml umieszczano w naczyniach szklanych i zakrecano plastikowymi na-
kretkami. Naczynia z pozywkami umieszczono w autoklawie i sterylizowano przez 19 minut w tempera-
turze 121°C przy ci$nieniu 1 atm. (0,1 MPa). Po wysterylizowaniu pozywki naczynia hodowlane wyjeto
z autoklawu i pozostawiono do momentu zestalenia pozywki. Na przygotowane pozywki wyktadano
fragmenty roslin (ekslpantaty). Zabieg ten odbyt sie w sterylnych warunkach laboratoryjnych przy uzyciu
komor laminarnych. Kultury roslinne umieszczono w fitotronie w temperaturze 24°C oraz wilgotno$ci
wzglednej powietrza 70-80%. Oswietlane byty Swiattem fluorescencyjnym o natezeniu 40 PAR
(WE-m-2.s") przez 16 h dziennie. Po 4 tygodniach wzrostu rosliny zebrano. Tkanki rozdrabniano, jedno-
czesnie je suszac poprzez rozcieranie w ciekltym azocie.

Emulsje kosmetyczna wytwarza sie powszechnymi metodami. Sktada sie ona z fazy wodnej
w ilosci od 52,2 do 90% wagowych oraz fazy olejowej w iloéci od 9,5 do 46,8% wagowych. Do sporza-
dzenia emulsji kosmetycznej wykorzystano sktadniki kosmetyczne opisane na miedzynarodowej liscie
substancji przeznaczonych dla przemystu kosmetycznego oraz perfumeryjnego (International Nomenc-
lature of Cosmetic Ingredients, w skrocie INCI). Faza olejowa sktada sie z 18 g lanoliny, 12 g wosku
pszczelego, 14 g masta shea i 88 ml oleju jojoba. Do sporzadzenia fazy wodnej uzyto 6g D-Pantenolu
75%, 6,4 g gliceryny i 68 ml wody. Gotowy produkt uzyskuje sie poprzez pogrzanie dwéch opisanych
wczesniej faz w tazni wodnej do temperatury 80°C i stapia sie skfadniki. Nastepnie dodaje sie faze
olejowa do fazy wodnej i miesza sie za pomoca homogenizatora przy obrotach 200 obrotéw/minute. Po
schtodzeniu emulsji kosmetycznej do temperatury okoto 35°C dodaje sie susz uzyskany poprzez roz-
cieranie w ciektym azocie tkanek lawendy waskolistnej namnazanej na pozywkach hodowlanych wzbo-
gacanych w 1 mg-dm- 13 nm AgNPs.

Aktywnos¢ konserwujaca tkanek lawendy potwierdzono przeprowadzajac eksperyment. W tym
celu gotowy krem rozdzielono w ilo$ci po 5 ml do jatowych szalek Petriego, celem uzyskania wariantéw
badawczych. Kremy podzielono na grupy, ktére konserwowano: konserwantem chemicznym (DHA BA),
tkankami roslinnymi uzyskanymi z hodowli na pozywkach bez dodatku nanoczastek i tkankami roslin-
nymi pochodzacymi z kultur prowadzonych na pozywkach wzbogacanych w nanoczastki srebra. Do
wariantow z tkankami roslinnymi dodano po 0,1 g roztartych w ciektym azocie, $wiezych tkanek roslin,
co w 5 gramach kremu stanowito 2%. Kontrola negatywna zawierata 12,5 ul konserwantu DHA BA, co
stanowito 0,25%. Poddawane badaniom kremy przechowywano w lodéwce, w temperaturze +4°C. Kon-
trole ciepta inkubowano w temperaturze 24°C. Po okresie 4 tygodni wykonano rozcienczenie 10" kazde;
badanej préby. W tym celu pod komora laminarna, 0,1 g kremu rozcieficzano 0,9 ml sola fizjologiczna
i mieszano przy uzyciu urzadzenia Vortex. Nastepnie 0,1 ml kazdego materiatu badawczego umiesz-
czono na podtozu Sabourauda z chloramfenikolem oraz podtozu BHI (Brain Heart Infusion Agar) po
czym wykonano posiew powierzchniowy przy uzyciu wymazowki. Kazdy z posiewdw wykonano w trzech
powtdrzeniach. Posiewy na podtozu BHI umieszczono w cieplarce w temperaturze 37°C, a posiewy na
podtozu Sabourauda w temperaturze 25°C. Czas inkubacji ustalono na okres 48 godzin. Po okresie
inkubacji zliczono wyroste kolonie bakteryjne i grzybowe.

W niniejszym badaniu jedynie dodatek syntetycznego konserwantu (DHA BA) powodowat catko-
wite hamowanie rozwoju kolonii bakteryjnych i grzybowych niezaleznie od czasu i temperatury przecho-
wywania produktu. Najszybszy rozwdj mikroorganizmdéw obserwowano w przypadku kreméw, do kto-
rych nie dodawano tkanek roslinnych i DHA BA. Stwierdzono istotny wptyw temperatury na pojawianie
sie kolonii mikroorganizmoéw. Przy temperaturze przechowywania 24°C obserwowano wiekszg liczbe
kolonii bakteryjnych i grzybowych niz przy temperaturze 4°C. W 8 tygodniu przechowywania kreméw
w temperaturze 24°C zaobserwowano trzykrotnie wiecej kolonii bakteryjnych (62,3) niz w przypadku
przechowywania w 4°C (20,9). Zaobserwowano 5,2 kolonii grzybowych w kremie przechowywanym
w temperaturze 24°C, a przechowywanym w temp 4°C 5,8 kolonii i byty to ilosci nierézniace sie staty-
stycznie. W kremach, do ktérych dodawano materiat rodlinny uzyskany z roslin hodowanych na pozyw-
kach wzbogacanych w nanoczastki, zaobserwowano pojawianie sie kolonii bakteryjnych i grzybowych
dopiero po 6 tygodniach przechowywania.

Przyktad 2

Przygotowano pozywke i emulsje jak w przyktadzie 1. W celu przygotowania medium hodowla-
nego uzyto podstawowa pozywke MS (Murashige i Skoog, 1962) zawierajaca sktadniki mineralne w po-
staci: azotan amonu (NH3NOs) w ilosci 1650 mg/dm?, azotan potasu (KNO3) w ilosci 1900 mg/dm3,
siarczan magnezu (MgS0Oa4-7H20) w ilosci 370 mg/dm3, diwodorofosforan potasu w ilosci 170 mg/dm3
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(KH2POa), chlorek wapnia (CaCl2-2H20) w ilosci 440 mg/dm?, jodek potasu (KJ) w ilosci 0,83 mg/dm?,
kwas borowy (H3BQO3) w ilosci 6,2 mg/dm3, siarczan manganu (1) (MnSOs-4H20) w ilosci 22,3 mg/dm?,
siarczan cynku (ZnSQ4-7H20) w iloéci 8,6 mg/dm?3, molibdenian (V1) sodu (Na2MoQ4-2H20) w ilosci 0,25
mg/dm3, siarczan Zelaza (Il) (FeS0O4-7H20) w ilosci 27,8 mg/dm?, wersenian disodu (Na2EDTA-2H-0)
w ilosci 37,3 mg/dm3, siarczan miedzi (ll) (CuSOs-5H20)) w ilosci 0,025 mg/dm3, chlorek kobaltu (I1)
(CoCl2-6H20) w ilosci 0,025 mg/dm3. Dodatkowe sktadniki organiczne zawarte w pozywce byty naste-
pujace: niacyna w ilosci 0,5 mg/dm3, pirydoksyna HCI w ilosci 0,5 mg/dm3, tiamina HCI w ilosci 0,1
mg/dms3, glicyna w iloéci 2 mg/dms3. Skiadniki po odwazeniu zostaty rozpuszczone w wodzie destylowa-
nej. Nastepnie dodano roslinne regulatory wzrostu takie jak: cytokinine: kinetyne (KIN) w ilosci
2 mg-dm-3, auksyne: kwas indolilooctowy (IAA) w ilosci 0,2 mg-dm-2 oraz nanoczastki srebra o wielkosci
czasteczki 30 nm w iloéci 10 mg/dm3. Odczyn pozywek ustalono na poziomie 5,7 za pomoca stezonego
HCI oraz NaOH. Sktadniki state w postaci inozytolu w ilosci 100 mg/dm3, sacharozy w ilosci 30 g/dm3
i agaru w ilosci 8 g/dm? dodano do wczesniej przygotowanej bazy. Cato$é podgrzewano w wysokiej
temperaturze do momentu zagotowania pozywki. Pozywke w odmierzonej ilosci 30 ml umieszczano
w naczyniach szklanych i zakrecano plastikowymi nakretkami. Naczynia z pozywkami umieszczono
w autoklawie i sterylizowano przez 19 minut w temperaturze 121°C przy cisnieniu 1 atm. (0,1 Mpa). Po
wysterylizowaniu pozywki naczynia hodowlane wyjeto z autoklawu i pozostawiono do momentu zesta-
lenia pozywki. Na przygotowane pozywki wyktadano fragmenty roslin (ekslpantaty). Zabieg ten odby#
sie w sterylnych warunkach laboratoryjnych przy uzyciu komoér laminarnych. Kultury roslinne umiesz-
czono w fitotronie w temperaturze 24°C oraz wilgotnosci wzglednej powietrza 70—-80%. Oswietlane byty
$wiattem fluorescencyjnym o natezeniu 40 PAR (LE-m-2:s-') przez 16 h dziennie. Po 4 tygodniach wzro-
stu rosliny zebrano. Tkanki rozdrabniano, jednoczesnie je suszac poprzez rozcieranie w ciektym azocie.

Emulsje kosmetyczna wytwarza sie powszechnymi metodami. Sktada sie ona z fazy wodnej w ilo-
éci od 52,2 do 90% wagowych oraz fazy olejowej w ilosci od 9,5 do 46,8% wagowych. Do sporzadzenia
emulsji kosmetycznej wykorzystano sktadniki kosmetyczne opisane na miedzynarodowe;j liscie substan-
cji przeznaczonych dla przemystu kosmetycznego oraz perfumeryjnego (International Nomenclature of
Cosmetic Ingredients, w skrocie INCI). Faza olejowa sktada sie z 18 g lanoliny, 12 g wosku pszczelego,
14 g masta shea i 88 ml oleju jojoba. Do sporzadzenia fazy wodnej uzyto 6 g D-pantenolu 75%, 6,4 g
gliceryny i 68 ml wody. Gotowy produkt uzyskuje sie poprzez pogrzanie dwdch opisanych wczesniej faz
w tazni wodnej do temperatury 80°C i stapia sie sktadniki. Nastepnie dodaje sie faze olejowa do fazy
wodnej i miesza sie za pomoca homogenizatora przy obrotach 200 obrotéw/minute. Po schtodzeniu
emulsji kosmetycznej do temperatury okoto 35°C dodaje sie susz uzyskany poprzez rozcieranie w cie-
ktym azocie tkanek lawendy waskolistnej namnazanej na pozywkach hodowlanych wzbogacanych
w 10 mg-dm-2 AgNPs o wielkosci czastek 30 nm.

Aktywnos¢ konserwujaca tkanek lawendy potwierdzono przeprowadzajac eksperyment. W tym
celu gotowy krem rozdzielono w iloéci po 5 ml do jatowych szalek Petriego, celem uzyskania wariantéow
badawczych. Kremy podzielono na grupy, ktére konserwowano: konserwantem chemicznym (DHA BA),
tkankami roslinnymi uzyskanymi z hodowli na pozywkach bez dodatku nanoczastek i tkankami roslin-
nymi pochodzacymi z kultur prowadzonych na pozywkach wzbogacanych w nanoczastki srebra. Do
wariantéw z tkankami roslinnymi dodano po 0,1 g roztartych w ciektym azocie, $wiezych tkanek roslin,
co w 5 gramach kremu stanowito 2%. Kontrola negatywna zawierata 12,5 ul konserwantu DHA BA, co
stanowito 0,25%. Poddawane badaniom kremy przechowywano w lodéwce, w temperaturze +4°C. Kon-
trole ciepta inkubowano w temperaturze 24°C. Po okresie 4 tygodni wykonano rozcienczenie 10-' kazde;
badanej préby. W tym celu pod komorg laminarna, 0,1 g kremu rozcienczano 0,9 ml solg fizjologiczng
i mieszano przy uzyciu urzadzenia Vortex. Nastepnie 0,1 ml kazdego materiatu badawczego umiesz-
czono na podtozu Sabourauda z chloramfenikolem oraz podtozu BHI (Brain Heart Infusion Agar) po
czym wykonano posiew powierzchniowy przy uzyciu wymazowki. Kazdy z posiewéw wykonano w trzech
powtdrzeniach. Posiewy na podtozu BHI umieszczono w cieplarce w temperaturze 37°C, a posiewy na
podtozu Sabourauda w temperaturze 25°C. Czas inkubacji ustalono na okres 48 godzin. Po okresie
inkubacji zliczono wyroste kolonie bakteryjne i grzybowe.

W niniejszym badaniu jedynie dodatek syntetycznego konserwantu (DHA BA) powodowat catko-
wite hamowanie rozwoju kolonii bakteryjnych i grzybowych niezaleznie od czasu i temperatury przecho-
wywania produktu. Najszybszy rozwdj mikroorganizmdéw obserwowano w przypadku kreméw, do kto-
rych nie dodawano tkanek roslinnych i DHA BA — kolonie bakteryjne i grzybowe pojawity sie juz po
2 tygodniach przechowywania kreméw. Stwierdzono istotny wptyw temperatury na pojawianie sie kolonii
bakteryjnych. Po 8 tygodniach przechowywania zaobserwowano od 62,3 (temperatura 24°C) do 20,9
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(temperatura 4°C) kolonii bakteryjnych. Liczba kolonii kolonii grzybowych w kremie przechowywanym
8 tygodni w temperaturze 24°C wynosita 5,8, a przechowywanym w temp 4°C 5,2 kolonii i byty to ilosci
nierézniace sie statystycznie. W kremach, do ktérych dodawano materiat roslinny uzyskany z roslin
hodowanych na pozywkach wzbogacanych w nanoczastki srebra o wielko$ci czasteczki 30 nm w ilosci
10 mg/dm3, zaobserwowano pojawianie sie kolonii bakteryjnych po 6 tygodniach przechowywania, za$
grzybowych dopiero po 8 tygodniach przechowywania. Liczba kolonii bakteryjnych wynosita jedynie 4,9,
zas grzybowych 1,1.

Zastrzezenia patentowe

1. Emulsja kosmetyczna typu olej/woda zawierajaca oleje roslinne, sktadniki nawilzajace, przy
czym zawiera faze wodnag w ilo$ci 52,2 do 90% wagowych, faze olejowa w ilosci 9,5 do 46,8%
wagowych, znamienna tym, ze zawiera od 0,1 do 3% wagowych rozdrobnionych suchych
tkanek roslin lawendy waskolistnej namnazanej w kulturach tkankowych in vitro na pozywce
MS wzbogaconej o od 0,5 do 10 mg dm-2 nanoczastek srebra o $rednicy od 13 do 30 nm.

2. Emulsja kosmetyczna wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze faze olejowa stanowi lanolina
w iloéci 6 do 15% wagowych, wosk pszczeli w ilosci 3 do 10% wagowych, masto shea w ilo$ci
3 do 10% wagowych i olej jojoba w iloéci 20 do 50% wagowych.

3. Emulsja kosmetyczna wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze faze wodng stanowi D-Pantenol
w iloéci 1 do 5% wagowych, gliceryna w ilosci 1 do 5% wagowych, woda w ilosci od 20 do
40% wagowych.

4. Sposob konserwacji emulsji kosmetycznej typu olej/woda zawierajacej oleje roslinne, sktadniki
nawilzajace znamienny tym, ze do emulsji dodaje sie od 0,1 do 3% wagowych rozdrobnio-
nych suchych tkanek roslin lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia Mili.) namnazane;
w kulturach tkankowych in vitro na pozywce MS wzbogaconej o od 0,5 do 10 mg dm-2 nano-
czastek srebra o $rednicy od 13 do 30 nm.
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