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Summary: Continuing our studies addressed to set-up new protocols for the evauation of efficacy of antioxidant
cosmeceuticdls, we have devdoped a new methodology for the in vitro evduation of antioxidants cosmetics
preparations. To the best of our knowledge, the radicd scavenging activity of antiaging formulations is usudly
evduated and clamed only on the base of the andyticd quantification of antioxidant ingredients by traditiond
methods. The limits of these determinations is the incapability to evaluate the red antioxidant potency of the whole
formulation, that can change consdently in relation to the other ingredients and excipients. In this work we conduced a
systematic study on different ascorbic acid containing formulations in order to determine the Integrd Antioxidant
Capacity (IACO) and thus the eventua effect of bases ingredients on find potency of the formulaion. Moreover, the
variation of the antioxidant capacity in function of time and of ascorbic acid concentration was evauated. These data
were compared by measuring, in parale, the degradation of vitamin C by HPLC. The results obtained show that the
antioxidant capacity of the formulations tested change in function of the excipients and that the cosmetic base influence
the entity of ascorbic acid degradation.
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Riassunto: Nell’ambito delle nostre ricerche, volte a mettere a punto nuovi protocolli per la vautazione del’efficacia
funzionde di cosmeceutici antiossdanti, abbiamo sviluppato una nuova metodica per misurare in vitro la capacita
antiossdante di  formulazioni cosmetiche. Allo sato attude delle nostre conoscenze, I'efficacia antiradicdica di una
formulazione antiageing, viene generdmente vantata e vautaa solo sulla base dela determinazione anditica dela
concentrazione  degli antiossdanti  aggiunti  mediante metodologie tradiziondi. 1l limite di questa determinazione €
I'incapecita di vautare I'effettiva potenza artiossdante ddl’intera formula, che pud vaiare in modo consgente in
funzione degli dtri ingredienti ed eccipienti presenti. In questo lavoro & dtato effettusto uno studio sistematico su
diverse formulazioni contenenti acido ascorbico, d fine di vautare la IACO (Capacita Antiossidante Integrae) e quindi
I'eventude effetto degli ingredienti di base sulla potenza finde ddla formulazione. Indltre, € data determinata la
variazione ddla capacita antiossidante nd tempo ed d variare della concentrazione di acido ascorbico. Questi dati sono
dati confrontati con queli ottenuti misurando in pardlelo la degradazione ne tempo dela vitamina C, contenuta ndle
corrispondenti emulsioni, mediante HPLC. | risultati ottenuti mostrano che la capacita antiossdante delle formulazioni
condderate varia in funzione degli eccipienti cosmetici prescdti, e che la base coanetica utilizzata pud influenzare
I" entit& della degradazione dell’ acido ascorbico.

INTRODUZIONE
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In ambito dermo-cosmetologico, I'applicazione di un composto dotato di proprieta antiossdanti, € solitamente dedtinata
dla prevenzione ed d tratamento de segni del’invecchiamento cutaneo Sa naturde che precoce. E' noto infatti che i
radicdi liberi svolgono un ruolo importante nd processo generde di  invecchiamento cutaneo, poiché colpiscono e
danneggiano vari tipi di biomolecoleimportanti per il funzionamento elavitacellulare®.

Ad oggi, la potenzidita antiosidante di una formulazione antiageing, viene vantaa mediante la determinazione ddla
concentrazione degli antiossidanti presenti, utilizzando metodi anditici tradiziondi, quai ad es. 'HPLC. Questo metodo di
vautazione non tiene conto di una serie di vaidbili, ad es di posshili interazioni tra gli ingredienti funziondi, e ddla
presenza dei cosddetti “ingredienti minori “ (rispetto a principi dtivi) che compongono la formulazione. Poiché tutti gli
ingredienti presenti in un prodotto cosmetico finito determinano I'efficacia antiossidante/antiageing, abbiamo  sviluppato un
nuovo protocollo per la vautezione drumentae ddla capacitd antiossidante del prodotto cosmetico nd suo indeme,
principi attivi ed eccipienti. Allo scopo, € dtato effettuato uno studio sistematico di formulazioni contenenti acido ascorbico
a concentrazioni crescenti. Tra i molteplici ‘radicd  scavengers  utilizzati in campo cosmetico, abbiamo sdezionato la
vitamina C, poiché & consderata il piu importante agente antiossidante presente ne fluidi intra ed extracdlular, ed &
largamente impiegata per contrestare gli effetti  ddll’invecchiamento cutaneo, Sa intrinseco che edrinseco. Al fine di
vautare |'importanza degli ingredienti di base, sono date sviluppae due diverse emulsoni. Mentre ndla prima, dli
ingredienti sono dtati scelti per il loro potenzide potere antiossidante, la seconda € stata formulata con componenti che non
vantano questa capacita Lo sudio ddla cgpacita antiossdante € dato condotto utilizzando la tecnica  ddla
fotochemiluminescenza (PCL)?, metodologia che s basa sull’atossidazione fotoindotta del luminol. Per lo studio in
ogogetto @ stata sodta la tecnica PCL non solo perché molto rapida (3 minuti) e sensibile (ordine delle nanomoli)’, ma
soprattutto perché valuta il potere dei prodotti in esame di contrastare il radicde anione superossido (O, ), una delle
specie ossgeno redttive (ROS) piu dannose per I'uomo. Essa pud inoltre essere condotta secondo due protocolli diverd,
ACW (Antioxidant Capacity Watersoluble) ed ACL (Antioxidant Capacity Lipidsoluble), consentendo cos di mettere in
evidenza, per uno stesso prodotto, sSa la capacita antiossdante della componente idrosolubile che di quella liposolubile. Per
questo, abbiamo introdotto il concetto di Capacita Antiossidante Integrde (IACY), intesa come la somma della capacita
antiossdante degli ingredienti idrofili e lidfili, presenti nelle diverse emulsoni, dle varie concentrazioni di ascorbico,
espressa come nanomoli (nmol) di Trolox®, un potente andogo della vitamina E, utilizzato come standard di riferimento,
Inoltre, d fine di determinare la shdf-life dele formulazioni consderate, € stata vdutata la variazione dela IAC nd
tempo ed d vaiae ddla concentrazione di acido ascorbico. Per completare lo studio, € stata condotta in paraleo
un'andis cromdografia mediante HPLC, per vautare la degradazione nd tempo ddla vitamina C presate ndle
formulazioni in esame.

MATERIALI EMETODI

Lo studio e stato effettuato su due bas cosmetiche, A e B, ciascuna in tre diverse formulazioni a concentrazioni crescenti di
acido acorbico, che saranno di seguito indicate come A , A, Az By, By, By contenenti rispettivamente 0,5%, 1%, 1,5%
ddl’ativo (INCI: Ascorbic acid).

Lebas ddleformulazioni cosmetiche testate sono:

Base A (formulata con emollienti, emulsionanti ed dtri eccipienti che possono vantare proprieta antiossidanti)

INCI: Aqua, Glyceryl Stearate, Glycerin, Cetearyl Alcohol, Buxus chinenss, Cyclomethicone, Persea gratissma ail,
Limnanthes Alba, Decyl Olive Eders and Squdane, Rice wax, Potassum Palmitoyl Hydorolyzed Wheat Protein,
PEG/PPG-20/6  Dimethicone, Xanthan  Gum,  Phenoxyethanol,  Methylparaben,  Buthylparaben,  Ethylparaben,
Propylparaben, Parfum, Tocopherol, Phytic acid.

Base B (formulata.con emallienti, emulsionanti ed atri eccipienti che non vantano proprieta antiossidante)

INCI: Aqua, Glyceryl searate, Hydrogenated Polyisobutene, Glycerin, Hydrogenated polydecene, Cyclopentasiloxane,
Cetearyl  Alcohol, Decyl oleste, Cetyl pamitate, Ceteareth20, Ceteareth-12, Dimethicone, Phenoxyethanol,
Methylparaben, Buthylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Parfum, Disodium Edta, BHT.

Sudio di gahilita con HPLC: In questo sudio, le diverse formulazioni cosmetiche e le bas corrispondenti, sono sae
andizzate mediante cromatografia liquida, d fine di vautare la dabilith ddl’acido ascorbico d tempo O (subito dopo la
preparazione delle formulazioni), T1,T2 e T3, rigoettivamente dopo 4, 8, 11 giorni di invecchiamento accelerato in stufa a
50°C.
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Lo strumento & della JASCO, ed & codtituito da una pompa reciprocante modelo 880-PU. L'duizione dd campione € dtata
effettuata in condizioni isocratiche su una colonna a fase inversa, PINNACLE ODS NH;, RESTEK CORPORATION,
USA. L'duente € un tampone a pH 4,7 codituito da una miscda di acetato sodico 0,2 Mmol, EDTA 0,2 Mmal e
Tetrabutilammoniofosfato 5 Mmol. A questa miscela € sato aggiunto il 5% di acetonitrile. |l flusso € stato ottenuto a 0,8
ml/minuto. 1l detector & della Jesco modelo 875-UV. Il dato é dtato acquisito mediante il software CHEMSTATION della
AGILENT.

Determinazione ddla capacita antiossdante mediante fotochemiluminescenza (PCL): In questo sudio, & stata misurata la
cgpacita antiossdante delle diverse emulsioni agli sess  tempi consderati nell’andis HPLC, sempre dopo invecchiamento
accderato in dufa Le due misurazioni sono dae condotte in pardlelo. La metodologia utilizzata € basata sulla
fotochemiluminescenza (PCL), metodica che permette di vautare la capacita antiossdante sSa di sostanze pure che di
miscde complesse, mediante la codruzione di una retta di taratura con un antiosidante di riferimento. Nel nostro caso
abbiamo utilizzato come riferimento il TroloX’, un potente anaogo della vitamina E, esprimendo le potenze ottenute come
nanomoli eguivaanti, in attivita antiossidante di Trolox®, per grammo di prodotto in esame.

Con il metodo PCL vengono accderate le reszioni ossdative in vitro di circa 1000 volte ripetto dle condizioni normdi,
grazie dlapresenza di un opportuno fotosensbilizzator e, consentendo misurein tempi molto rapidi.

Come precedentemente accennato, la PCL pud essre condotta secondo due protocolli divers, ACW ed ACL, che
permettono di mettere in evidenza la cgpacita antiossdante della componente idrosolubile e liposolubile, rispettivamente.
Infati, nella componente idrosolubile, rientrano normamente antiossidanti  gppartenenti dle  famiglie de  flavonaidi,
vitamina C, amminoacidi ecc. mentre nei liposolubili rientrano composti come tocoferali, tocotrienali, carotenoidi ecc

In guesto studio dovendo veificare il vaore ddla cgpacita antiossidante di emulsoni cosmetiche, S € reso necessio
introdurre un vaore che consentisse di descrivere il contributo dla capacita antiossidante di entrambe le fas, idrosolubile e
liposolubile. Per questo, abbiamo proposto il concetto di Capacita Antiossidante Integrde (IAC®), intesa come la somma
della capacita antiossidante della componente idrofila e lipofila, espresse come nanomoli di Trolox®mg di crema, provviste
di una attivitaequivadente aqueladi un grammo del campionein oggetto.

Procedura_generdle per la preparazione dei campioni: Una quantitd esattamente pesata di prodotto viene sospesa in 1 mL di
metanolo, HPLC grade, in caso di antiossidanti liposolubili, o 1 mL di &qua, HPLC grade, per antiossidanti idrosolubili, e
mescolataper 1 minuto in vortex atemperaturaambiente.

La soluzione cos ottenuta viene filtrata con filtri per (Chemtek Anditica, Bologna) e diluita con Resgente 1 del kit ACL o
ACW (AnalytikJena, Jera, Germany). Diverse diluizioni dei divers campioni da 1:100 a 1:4 vengono vautate d fine di
ricavare una curva di cdibrazione. | risultai vengono espress in nanomoli di Trolox, che forniscono una capecita
antiossidante equivaente aun grammo del prodotto in esame.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Ad una prima vdutazione, possamo affermare che la capacita antiosidante ddle formulazioni in esame, determinata
mediante la metodica PCL, pud variare in funzione della scdta degli eccipienti. Infati, come nodtrato in fig.l, il vaore
della capacita antiossidante della fase lipofila (ACL) della base A d TO, & di 114 nmoli di Trolox®, circa 10 volte
maggiore  rispetto d vadore ACL de prodotto B. In condderazione dd fatto che la cgpacita antiossdante dell’acido
ascorbico pud essere misurata Sa con il protocollo ACL che ACW, abbiamo scdto, per vautare il comportamento nel
tempo ddle formulazioni in esame, di utilizzare come indice il solo vdore ACL. Come § pud ossrvare da gréfid, la
riduzione dd potere antiossdante per entrambe le bas A e B, & inizidmente minima (da TO a T1), ma aumenta
notevolmente nei tempi successivi. Questo dato € particolarmente significativo  per la base B, il cui vadore di ACL passa da
1072 nmol di Trolox®/mg di crema (T1) a 0144 (T3) (tab.l). E saa efettusta anche la vautazione della capacita
antiossidante dd compartimento idrofilo (ACW) e A mostra un valore di ACW pari a 0.196 nmol Trolox/mg, mentre B
presenta una cgpacita prossima dlo zero. 1l vaore riscontrato per A € attribuibile dla presenza dell’ acido fitico, inserito per
le proprieta chelanti e antiossidanti.

| risultati relativi dla capacita antiossidante del prodotti A1, A2 e Az in funzione del tempo, e confrontati con la rispettiva
base A, sono riportati in fig2. S pud osservare che, come ci S poteva dtendere, la capacita antiossidante aumenta
proporziondmente dla concentrazione di acido ascorbico (p<0,0001) e diminuisce in funzione del tempo. Andizzando i
dati relativi a vdori di ACL (tab.l), s pud notare indltre, che la cepacita antiossidante di A1, subisce un riduzione
maggiore nel tempo rispetto al’ACL di A; e Ag Infatti, per es. da TO a T1, il valore di ACL del prodotto A; da 26,28 nmol
di Trolox®/mg d crema diminuisce a 1091 (che corriponde ad una riduzione di ACL del 58,48%, ripetto ad 7,42% di Ay).
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Andogamente, d T3, la perdita della capacita antiossdante € sempre meggiore per A; la cui ACL resdua d T3 € 443
nmol, rispetto dle 62,68 nmol di A3z contenente vitamina C dl'15%. In generde, s puo affemare che la riduzione nd
tempo dela capacita antiossdante relativa d prodotto A, € inferiore ndle formulazioni a maggior contenuto di ascorbico.
Questo risultaio € paragonabile a qudlo riscontrato ne veori relaivi dle bas A e B, in cui risulta evidente che la
formulazione a maggior contenuto di  ingredienti antiosSdanti, presenta una riduzione di ACL molto inferiore.
L'andamento dd grefico relativo a risultati dell’anadlis PCL (sempre in riferimento d prodotto A, fig.2) € in linea con
queli ottenuti ddl’andis cromatografica. Infatti, con entrambe le meodiche s ossarva una riduzione del’ACL
proporzionde dla riduzione della concentrazione di ascorbico (fig 4). | vaori percentudi di acido ascorbico resdui, a vari
tempi, evidenziano perd che per il prodotto A: dla concentrazione pit bassa (0,5%) la degradazione € rapida e totde (ad T3
il recupero & nullo), mentre a quella piu devata (1,5%), la riduzione ddl’ativo € molto piu lenta, ed d T3 il recupero
percentude di vitamina C presente € ancora dd 452% (tab.2). Alla luce di questo daio, possiamo ipotizzare che s vaifichi
un effetto protettivo nei confronti dell’attivo da parte degli eccipienti, a attivita antiossidante presenti nella formulazione e
che tale effetto siatanto piti marcato quanto maggiore & la quantitadi ascorbico introdotta nelle formulazioni °.

Per quanto riguarda i prodotti B, il grafico relativo a dati oftenuti con la PCL (fig.5) evidenzia che, andogamente ad A, il
vdore d ACL aumenta dl’aumentare ddla concentrazione di acido ascorbico (p<0,0001) e diminuisce nd tempo ma, a
differenzadi quanto s verificaper A, lariduzione non € corrdabile a contenuto di attivo (tabl).

Generdlizzando, da questo risultato possamo desumere che in una formulazione priva di eccipienti a potenzide capacita
antiradicdica, la ddbilita dela formulazione rifeita dla cgpacita antiossdante, non € in reazione dla concentrazione di
ascorbico. Ai fini di poter determinare la IAC®, per k formulazioni in esame, sono state parallelamente effettuate le misure
in ACW d TO per A e B (fig. 3 e 6). Andogamente a quanto precedentemente discusso per A, I'andamento dei valori
ottenuti con la tecnica ddl’HPLC, & confrontabile con quelo ottenuto con la metodologia della fotochemiluminescenza
(fig.7). Infetti, con entrambe le metodiche § osserva rispettivamente una riduzione dela concentrazione di ascorbico e di
ACL in funzione del tempo. Tuttavia, contrariamente a quanto ossarvaio per A, nd cao ddle formulazioni B, la
degradazione ddla vitamina C € piu lenta e il recupero percentude maggiore ne prodotto B; (a concentrazione inferiore).
Infatti, a T1 e T3, la quantitd di ativo presente € ancora rispettivamente 83,4% e 43,8% (tab.2). A giustificazione di cio,
possamo formulare un’'ipotes che necessta perd di ulteriori conferme, e cioé che in questo tipo di formulazione, non
potendo contare sull’effetto  stabilizzante degli  eccipienti antiossdanti, la degradazione ddl’attivo aumenta laddove la
concentrazione dd|’ ascorbico € maggiore.

CONCLUSIONI

Lo scopo di questo lavoro era dimosirare che € I'approccio utilizzato da metodi anditici tradiziondi, ovvero vautare
I'efficacia atiageing e la shdflife di una formulazione cosmetica, sulla bese ddla determinezione anditica dela
concentrazione de soli funziondi antiossdanti aggiunti, non € sufficiente per garantire la qudita dd prodotto finito e
quindi latutdadel consumatore.

Tdi metodi infatti, non tengono in condderazione di eventudi effetti Snergici o probabili interazioni tra gli ingredienti che
s verificano dl'interno del prodotto finito, e che possono influire sgnificativamente sulla capacita antiossdante dell’intera
formulazione. Questo studio hapermesso di dim ogtrarequindi che:

] le proprieta antiossdanti dd prodotto finito non dipendono esclusvamente da soli  ingredienti  funzionali
propriamente detti;

. la scdta degli ingredienti che compongono la base ddl prodotto cosmetico pud influire sgnificativamente alla
cgpacita antiradicdica dellaformulazione;

] non solo il tipo di formulazione (A/O, O/A, W/OMW etc), il PH finde o le condizioni di stoccaggio®, ma anche la base
cosmetica utilizzata pud interferire con I’ esplicazione ddlla attivita antiossidante ddll’ acido ascorbico;

] la vautazione della IAC®, da noi per primi introdotta, rappresenta un nuovo approccio dla misurazione dela effettiva
cgpacita antiossidante di prodotti cosmetici finiti, con importanti gpplicazioni nelle fas di progettazione, sviluppo e
caratterizzazione di unaformulazione antieta

Ulteriori ricerche sono atudmente in corso per veificare il potere antiradicdico di agenti funziondi a dam antita
(coenzima Q10, vitamina E, flavonoidi, ecc..), e per vautane il comportamento nel cosmetico in condizioni d'uso . Inoltre,
gi studi futuri sono orientati a confermare la vdidita predittiva di questo metodo nei confronti della oggettiva efficacia
antiossidante in vivo.
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Fig.1. Valori della capacita antiossidante della fase lipofila (ACL) relativi alle basi A e B espressi in nanomoli di Trolox®/mg di crema
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Fig.2.Valori della capacita antiossidante della fase lipofila (ACL) relativi alle formulazioni A, A, A, confrontati con la rispettiva base,
espress in nanomoli di Trolox®/mg di crema
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Fig.3. Valori relativi alla capacita antiossidante integrale(IAC®)relativi alle formulazoni A;, A,, A, espress in nanomoli di
Trolox?/mg di crema
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Fig.4 Valori relativi alla riduzione percentuale della concentrazione di acido ascorbico riferiti alle formulazioni A, Ay, As.
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Fig.5.valori della capacita antiossidante della fase lipofila (ACL) relativi alle formulazioni B, B, B,, confrontati con la rispettiva base,
espress in nanomoli di Trolox®/mg di crema
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Fig.6. Valori reativi alla capacita antiossidante integrale(AC®)relativi alle formulazioni B;, B,, B; espress in nanomoli di Trolox®/mg
di crema
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T empo Base A BaseB Prodotto A Prodotto B
A. | A | A | BL | B, | Bs
TO 1144 1,067 26,28 56,82 | 10664 | 1817 | 3331 | 79,13
T1 10,72 1,03 10,91 49,22 98,72 | 1291 | 20,14 | 61,82
T2 4,03 0,20 7.38 3008 6923 | 1156 | 181 | 4599
T3 3,85 0,144 443 2541 6268 | 1061 | 17,53 | 44,03
Tab.1. Dati relativi ai vaori di ACL d tempoinizide (TO) edopo 4, 8, 11 giorni (T1,T2,T3) di ogni formulazione
esaminata
Tempo Prodotto A Prodotto B
% recuperi % recuperi
AL Az As B1 B2 B3
TO 100 100 100 100 100 100
T1 48,1 56,9 848 834 73 68,3
T2 37 39 574 62,5 455 359
T3 0 19,3 452 438 29,3 21,7

Tab.2. Dati rdlativi ai vaori percentudi di acido ascorbico residui a vari tempi edi tutte le formulazioni esaminate
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