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SPRAWOZDANIE MOZE BYC POWIELANE TYLKO W CALOSCL
INNA FORMA KOPIOWANIA WYMAGA PISEMNEJ ZGODY LABORATORIUM.

SPRAWOZDANIE Z BADAN MIKROBIOLOGICZNYCH
Nr 20006/11859/09

BADANIA WEASNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH

NAZWA BADANEGO WYROBU : Miedziana woda NANO - TECH

Nr zlecenia : 20006/09 z dnia : 09.06.09.

Zleceniodawca : Nano-Tech Polska, Sp. z 0.0.
ul. Willowa 48 05-410 Jézefow

Sposob pobrania i / lub dostarczenia probki wyrobu do badan: Probke do badan
dostarczyl Zleceniodawca. Za prawidlowe pobranie probek dostarczonych do badan
odpowiada Zleceniodawca.

Charakterystyka wyrobu: Opakowanie zastgpcze butelka z tworzywa sztucznego o dekl.
poj. 250 ml. Na opakowaniu podano nazwg wyrobu, nazwg 1 adres producenta, skiad, st¢zenie

miedzi nanoczasteczkowej: 50 ppm nr serii: 05M/05/2009.

Nr probki: 11859

Data rozpocze¢cia badan: 10.06.09

Data zakonczenia badan: 13.07.09

Imi¢ i nazwisko Kierownika Badania: mgr Agnieszka Wasowska

Data sporzadzenia sprawozdania: 15.07.09
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CEL /ZAKRES BADANIA:
Celem badan jest potwierdzenie wlasnosci przeciwdrobnoustrojowych wody z miedzia

nanoczasteczkowa przy réznych stezeniach nanomiedzi.

Zakres badan obejmuje:
» okreslenie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
» oceng grzybobdjczego dzialania preparatéw wzgledem patogennego szczepu
testowego,

» oceng oddzialywania preparatow na mikroflorg skory.

UZASADNIENIE BADANIA:

Czasteczki nanomiedzi posiadaja wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, a zwlaszcza
dzialaja bojczo na komorki grzybow. Przeprowadzone badania miaty na celu wykazaé
przydatnos¢ wody z nanomiedzia jako $rodka antybakteryjnego i antygrzybiczego, ktora
bedzie przeznaczona do stosowania w kosmetykach do pielegnacji i higieny ciafa.

Skoéra cztowieka charakteryzuje si¢ stata mikroflora, ktéra w warunkach normalnych
pozostaje w naturalnej rownowadze. Mikroorganizmy zasiedlajace ja roznia si¢ miejscem
lokalizacji w poszczegoInych partiach ciala w zaleznos$ci od temperatury, wilgotnosci 1 pH, a
takze wieku 1 plci czlowieka. Do glownych przedstawicieli mikroflory statej zasiedlajacej
skore naleza: gronkowce (S. epidermidis, S. capitis — wystepujacy na skorze glowy, S. homnis
— na powierzchni ramion i ndg, S. aureus — na skorze rak), ziarniaki (Enterococcus — na
skorze pachwin, Streptococcus sp., Micrococcus sp.), bakterie z rodzaju Propionobacterium
(w glebszych czgsciach mieszka wlosowego i gruczoldw lojowych), a takze grzyby —
Candida sp. — bytujace na skorze w okolicach pachwin i pach oraz w okolicach

miedzypalcowych.



METODA OZNACZANIA:

Okreslenie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanego preparatu wykonano
metoda zawiesinowa zgodnie z Procedura Badawcza Specjalistycznego Laboratorium

Badawczego ITA-TEST PB 32/ChM ,,Ocena przeciwdrobnoustrojowego dziatania

kosmetykow metodq zawiesinowq ”.

Badania przeprowadzono przy trzech st¢zeniach wody miedzianej:

1) 50 ppm (stezenie dostarczonego preparatu) dla mieszanki tlenowych drobnoustrojow
mezofilnych wyizolowanych ze skéry probantdw oraz patogennego szczepu testowego
2) 40 ppm (stgzenie uzyskane poprzez odpowiednie rozcienczenie badanego produkt woda

demineralizowana dostarczona przez Zleceniodawce) badania dla patogennego szczepu

testowego Candida albicans (ATCC 10231)

3) 10 ppm (stezenie uzyskane poprzez odpowiednie rozcienczenie badanego produkt woda

demineralizowana dostarczona przez Zleceniodawce) badania dla tlenowych bakterii

mezofilnych wyizolowanych ze skory probantow.

Czas kontaktu z zawiesina drobnoustrojow:

Zastosowano nastepujace czasy kontaktu: 15 min, 3 i 5 godzin.

Szczepy testowe:
a) Candida albicans (ATCC 10231) (zakupiony w firmie Biomedica)

b) Mieszanka Gram dodatnich i Gram ujemnych szczepoéw bakteryjnych izolowanych z

roznych miejsc skory probantow ochotnikow.

Materialy i odczynniki:

Podloza hodowlane:

Agar tryptonowo-sojowy (TSA)

Sabouraud Agar z chloramfenikolem (dla Candida albicans)
Roztwér soli fizjologicznej

Bulion odzywczy TSB

Jalowa woda destylowana dostarczona przez Zleceniodawcg

Temp. badania: 20°C



ETAPY WYKONYWANYCH BADAN:
Etap | - Ocena przeciwdrobnoustrojowego dziatania badanego preparatu o ro6znych
stezeniach nanoczasteczek miedzi wzgledem mieszanki tlenowych drobnoustrojow

mezofilnych zasiedlajacych powierzchnig skory izolowanych z ré6znych czgsci ciata.

Etap Il - Ocena przeciwdrobnoustrojowego dziatania badanego preparatu wzgledem

patogennego szczepu testowego Candida albicans (ATCC 10231).

PRZEBIEG BADANIA:

Etap |
1) Pozyskanie mieszaniny szczepow bakteryjnych droga wymazow

Wymazy z powierzchni skory ludzi z r6znych miejsc ciala wykonano stosujac Procedure
Badawcza PB 42/ChM ITA - TEST ,, Pobieranie wymazow do badan mikrobiologicznych”.
Wymazy pobrano od 6 probantow— ochotnikow. Po pobraniu wymazéw, waciki z wymazami
zawieszono w bulionie odzywczym i inkubowano w temp + 37 °C przez 24 h. W celu
uzyskania inoculum o odpowiedniej gestosci wykonano rozcienczenia w soli fizjologicznej

10" drobnoustrojow.

2) Wykonanie badania

Dla kazdej zawiesiny bakteryjnej pochodzacej z wymazow przygotowano rozcienczenie
10", a nastepnie pobrano po 1 ml inoculum do trzech probéwek bakteriologicznych (A), (B) i
(C) zawierajacych:

(A) - 9 ml roztworu ptynu do rozcienczen (proba kontrolna)

(B) - 9 ml badanego preparatu (\Woda z koloidem miedzi — 50 ppm)

(C) - 9 ml badanego preparatu (Woda z koloidem miedzi — 10 ppm)

Po uptywie 15 minut, 3 i 5 godzin kontaktu bakterii z badanym preparatem wysiewano na
dwie oddzielne ptytki 1 ml zawiesiny (A), (B) i1 (C), ktore nastgpnie zalewano podtozem TSA.
Tak przygotowane plytki inkubowano 24 h w temperaturze +37°C.

Dzialanie badanej wody o r6znych stgzeniach koloidu miedzi na mieszankg bakterii oceniono

na podstawie redukcji liczby zdolnych do zycia drobnoustrojow po wybranym czasie
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kontaktu z badanym preparatem w poréwnaniu do proby kontrolnej. Analiz¢ wykonano w 3-
krotnym powtdrzeniu, pobierajac kazdorazowo wymazy od tej samej szescioosobowej grupy
probantow. Wynik badania stanowi $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen dla kazdego
probanta. Uzyskane wyniki badan przedstawiono w Tabeli nr 1, Wykres 1 oraz zobrazowano
na Fot. 11i 2.

Etap 11

1) Przygotowanie hodowli szczepow z kolekcji muzealnej (szczep testowy)
Do badan wykorzystano znany i dokladnie okreslony patogen Candida albicans (ATCC
10231), aby wykaza¢ wlasnoSci przeciwgrzybicze wyrobu w stosunku do szczepu o
podwyzszonej opornosci na srodki antybakteryjne.

Szczepy testowe Candida albicans (ATCC 10231) przygotowano w hodowli bulionowej

w temperaturze +30°C, czas inkubacji wynosit 48godzin. Szczep pobrano z trzeciego pasazu.

2) Wykonanie badan preparatu
Z moculum szczepu testowego doprowadzonego do gestosci 2,0 w skali McFarlanda
przygotowano rozcieficzenie 10™. Nastepnie z tak przygotowanego inoculum pobrano po 1 ml
do trzech probowek bakteriologicznych oznaczonych, jako (A), (B) 1 (C) zawierajacych:
(A) - 9 ml roztworu ptynu do rozcienczen (proba kontrolna)
(B) - 9 ml badanego preparatu (Woda z koloidem miedzi — 50 ppm)
(C) - 9 ml badanego preparatu (Woda z koloidem miedzi — 40 ppm)

Zawarto$¢ probowek wymieszano. Po uptywie 15 minut, 3 1 5 godzin wysiewano po 1 ml
zawiesiny (A), (B), (C), ktore nastgpnie zalewano podiozem wybidrczym Sabouraud Agar z
chloramfenikolem.

Badania prowadzono na selektywnym podiozu hodowlanym w taki sam sposob jak w
przypadku wymazoéw pobranych od probantow. W badaniu stosowano 24 — godzinne
inoculum w rozcienczeniu 10™. Czas inkubacji dla Candida albicans wynosit 5 dni w temp.
+30°C.

Analiz¢ wykonano w 3-krotnym powtorzeniu. Wynik badania stanowi $rednia
arytmetyczna z otrzymanych wynikow.

Uzyskane wyniki badan przedstawiono w Tabeli nr 2, Wykres 2 oraz zobrazowano na
Fot. 3-4.



WYNIKI BADAN

Wplyw preparatu Woda z koloidem miedzi (50 ppm oraz 10 ppm) na wzrost

drobnoustrojow tlenowych wyhodowanych w warunkach laboratoryjnych, pobranych z

powierzchni skéry.

Tabela 1. Srednia liczebno$é drobnoustrojow izolowanych z powierzchni skory po
okreslonych czasach kontaktu z badanym preparatem w odniesieniu do proby
kontrolnej (ptyn do rozcienczen).

Czas kontaktu Liczebnos$¢ mezofilnych drobnoustrojow tlenowych
preparatow z izolowanych ze skory [jtk]
mieszaning
drobnoustrojéw Woda miedziana Woda miedziana Kontrola
50 ppm 10 ppm (ptyn do rozcienczen)
15 min 609 795 884
3h 13 49 -
5h 3 11 -

Wykres 1. Srednia liczebnos¢ mezofilnych drobnoustrojéw tlenowych izolowanych ze skéry
po okreslonych czasach kontaktu z woda z koloidem miedzi w stezeniu 50 ppm
oraz 10 ppm w odniesieniu do proby kontrolnej (ptyn do rozcieniczen).

jtk
1000
800

m Kontrola
600

M 15 minut

400 m 3 godziny

M 5 godzin
200

Cu 50 ppm Cu 10 ppm



Uzyskane  wyniki  wskazuja na  zahamowanie aktywnosci wyizolowanych

mikroorganizmoéw tlenowych pod wptywem dziatania badanego preparatu.

Woda z koloidem miedzi w stezeniu zarowno 50 ppm jak i 10 ppm wykazuje
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe w stosunku do mikroorganizmoéw izolowanych z
réznych czgsci ciala w czasie 15 minut, 3 1 5 godzin. Redukcja liczebno$ci mieszaniny
drobnoustrojow na poszczegdlnych plytkach w odniesieniu do ptytki kontrolnej (ptynu do
rozcienczen) $wiadczy o wilasciwosciach antybakteryjnych badanego preparatu. Juz po 15
minutach kontaktu badanej wody z mieszaning drobnoustrojow zaobserwowano ostabienie
wzrostu mikroorganizmow. Natomiast po 3 i 5 godzinach kontaktu nastapita wyrazna

redukcja ich liczebnosci.

Wplyw preparatu Woda z koloidem miedzi (50 ppm oraz 40 ppm) na wzrost patogennego
szczepu testowego Candida albicans(ATCC 10231).

Tabela 2. Liczebnos¢ Candida albicans (ATCC 10231) po okreslonych czasach kontaktu z
badanym preparatem w odniesieniu do proby kontrolnej (ptyn do rozcienczen).

Czas kontaktu Liczebnos¢
preparatow z Candida albicans
mieszaning (ATCC 10231) [jtK]
drobnoustrojow Woda miedziana Woda miedziana Kontrola
50 ppm 40 ppm (plyn do rozcienczen)
15 min 672 863 1096

3h 32 124 -
5h 2 102 -




Wykres 2. Srednia liczebno$é Candida albicans (ATCC 10231) po okre§lonych czasach
kontaktu z woda z koloidem miedzi w stezeniu 50 ppm oraz 40 ppm w
odniesieniu do proby kontrolnej (ptyn do rozcienczen).

jtk

1000

800

| Kontrola
600 M 15 minut

m 3 godziny
400 M 5 godzin

200

Cu 50 ppm Cu 40 ppm

Candida albicans (ATCC 10231)

Doswiadczenie przeprowadzone na szczepie Candida albicans (ATCC 10231)
potwierdzito dziatanie antygrzybicze badanego preparatu po czasie 15 minut, 3 i 5 godzin.

Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze badana Woda z koloidem miedzi w stezeniu
zarowno 50 ppm jak i 40 ppm dziata bojczo na grzyby drozdzoidalne juz po 15 minutach
kontaktu, liczba komorek zmniejszyta si¢ znaczaco w odniesieniu do proby kontrolne;.
Jednak dziatanie antygrzybicze najwyraZzniej mozna zaobserwowac po 5 godzinach kontaktu,
kiedy to nastapita najwigksza redukcja liczebno$ci zdolnych do zycia komorek grzybow

zwlaszcza przy stezeniu 50 ppm.



Fot. 1 Mieszanka bakterii tlenowych uzyskanych z wymazéw probantow — ochotnikéw pobranych z skory na podlozu TSA - Woda miedziana 50 ppm.




Fot. 2 Mieszanka bakterii tlenowych uzyskanych z wymazéw probantow — ochotnikow pobranych z powierzchni skory na podtozu TSA - Woda miedziana
10 ppm.




Fot. 3 Candida albicans (ATCC 10231) na podiozu Sabouraud Agar — Woda miedziana 50 ppm.




Fot. 4 Candida albicans (ATCC 10231) na podiozu Sabouraud Agar — Woda miedziana 40 ppm.




WNIOSKI Z BADAN:

1. Woda z nanomiedzig zar6wno w stezeniu 50 ppm, jak i 10 ppm wykazuje wiasciwosci
antybakteryjne w stosunku do wszystkich badanych grup tlenowych bakterii izolowanych z
powierzchni skory

- znaczaco redukuje liczbg drobnoustrojow tlenowych wyizolowanych w badanej grupie
0s6b z powierzchni skoéry z réznych miejsc ciala.

Pod wplywem dzialania wyrobu nastgpowalo ostabienie wzrostu drobnoustrojow
tlenowych w badanych czasach kontaktu z preparatem tj.: 15 minut, 3 i 5 godzin. Oznacza to,
ze wyréb stosowany na powierzchnig¢ skory chroni ja przed infekcjami bakteryjnymi oraz
zapobiega powstawaniu zakazen skornych.

(tabela 1, fotografia 1,2)

2. Woda z nanomiedzig zarowno w stezeniu 50 ppm, jak i 40 ppm wykazuje wlasciwosci
antygrzybicze w stosunku do badanych patogenow:

- Candida albicans (ATCC 10231) — grzybéw drozdzoidalnych, odpowiedzialnych za
zakazenia grzybicze. Preparat redukujac liczebno$¢ drozdzakow, zapobiega przed

powstaniem zmian grzybiczych na skorze.

(tabela 2, 3, fotografia 3,4)
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PODSUMOWANIE

Na podstawie wynikow badan stwierdzamy, ze zgloszona przez Nano-Tech Polska,
Sp. z 0.0. ul. Willowa 48, 05 — 410 Jézefow — Woda miedzina w stgzeniu 50 ppm i 10 ppm
redukuje ilos¢ drobnoustrojow zasiedlajacych powierzchni¢ skory oraz wykazuje dziatanie

antygrzybicze w stosunku do szczepu chorobotworczego Candida albicans.

Nazwisko i podpis
Osoby / 0s6b wykonujacej badania

Badania wykonano zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej, a sprawozdanie koricowe odpowiada danym Zrodtowym.

Zatwierdzam

Data i podpis 14.07.2009

Sprawozdanie sporzadzono w 3 identycznych egzemplarzach.
Sprawozdanie otrzymuja :

Egz. nr 1inr 2 - Zleceniodawca

Egz. Nr 3 — Archiwum Specjalistycznego Laboratorium Badawczego ,,ITA — TEST”.

Probki do badan mikrobiologicznych i probki wody nie sa archiwizowane i zostaja zlikwidowane po 7 dniach od daty zakonczenia badania.

Wyniki badania odnosza si¢ wylacznie do badanej probki.
KONIEC SPR AWOZDANIA
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