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Premessal/Preliminary

Questo rapporto contiene i dati sperimentali registrati durante I'esecuzione del test eseguito sul prodotto in
oggetto.

| risultati del test sono presentati sotto forma di tabelle e grafici riassuntivi per agevolare Finterpretazione.

La prima parte fornisce informazioni circa il committente, il prodotto testato, il tipo di test, il laboratorio
esecutore, le date di inizio e fine studio e l'identita degli sperimentatori.

La seconda parte descrive il protocollo sperimentale.

La terza parte riporta i risultati e le conclusioni.

This report contains the experimental data compiled during the in vitro studies of the test product.

The test results are presented in a concise table format for easy interpretation.

The first part provides information regarding sponsor and test product identifications, assay type, entrusted
laboratory, study initiation and completion dates and supervisory personnel.

The second part describes the study design, including materials and procedures.

The test results and conclusions are presented in the third and last part of the report.

Nota/Note:

Il risultato dei test citati nel presente rapporto si riferisce esclusivamente al prodotto/i testato/i e alle particolari condizioni
sperimentali impiegate nel test. Il presente rapporto o parti di esso possono essere riprodotti solo con il consenso degli
sperimentatori.

The results reported in the present brochure refer only to the tested sample/samples and to the particular experimental
conditions hereby described. This report or parts of it can be reproduced only with the experimenters' agreement.
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1 PARTE PRIMA/PART ONE - INFORMAZIONI GENERALI/GENERAL
INFORMATION

1.1 Committente/Sponsor

LABORATOIRE DR PAUL ET KARIN HERZOG SA
Route de Taillepied, 1
1095 Lutry () - SWITZERLAND

1.2 Campione Analizzato/Tested Material

Codice interno/

Campione/Sample Infernal code

Descrizione/Description

Chocolate! emulsione di colore beige / beige
Lotto/Batch: 541 0415 4418/14-02 emulsion

La vitamina C & stata usata come controllo positivo (antiossidante noto)/ Vitamin C has been used as a
positive control (well known antioxidant)

1.3 Test/Assay

» Misura diretta della capacita antiossidante del prodotto in esame tramite ossidazione indotta con
perossidi e analisi colorimetrica /Direct measure of the antioxidant activity of the tested product through
peroxides-induced oxidation and colorimetric analysis.

1.4 Laboratorio Incaricato/Entrusted Laboratory

ABICH S.r.l.
Via 42 Martiri, 213/B — 28924
Verbania - Italy - tel +39 (0)323 586239 fax +39 (0)323 496877

1.5 Date dello Studio/Study Dates

Inizio/Start: 03/07/2014
Fine/End: 03/07/2014
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1.6 Ricercatore principale/ Investigator

Dr. Clara Sinigaglia, Tecnico di laboratorio biomedico/ Biomedical
laboratory technician
ABICH S.r.l.

1.7 Supervisore scientifico/Study director

Dr. Elena Bocchietto, Biologa specialista in
Biotecnologie / Biologist, biotechnology specialist.
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2 PARTE SECONDA/PART TWO - PROTOCOLLO
SPERIMENTALE/STUDY DESIGN

2.1 Scopo del test/Aim of the test

| 'metodi in vitro di valutazione dell'attivita antiossidante rivestono un grande interesse per dimostrare
I'efficacia e la stabilita di prodotti finiti o ingredienti cosmetici anti-invecchiamento, protettivi e rigeneranti
della cute. Nel caso specifico, si vuole valutare I'efficacia antiossidante di campioni di creme e la loro
capacita di contrastare gli effetti negativi legati allo stress ossidativo ed al rilascio di radicali liberi (ROS) nella
cute.

Lo stress ossidativo, infatti, & una delle principali cause di invecchiamento biologico ed & coinvolto nello
sviluppo di molte patologie cutanee, dalle dermatiti ai melanomi. L'esposizione a raggi UV, a sostanze
inquinanti, al fumo cosi come l'assunzione di alimenti, di farmaci o situazioni patologiche possono
aumentare il contenuto di sostanze ossidanti nella cute, o ridurre I'efficienza degli antiossidanti endogeni.
L'esposizione a stress ossidativo porta alla formazione di ROS che a loro volta causano danni alle
membrane cellulari (perossidazione lipidica), cosi come alle strutture proteiche ed al DNA, fino ad arrivare
alla morte della cellula. Sostanze antiossidanti come le vitamine A, E e C, sono spesso aggiunte ai prodotti
cosmetici per contrastare i processi ossidativi nelle cellule cutanee e ritardare I'invecchiamento.

Lo scopo di questo studio & di investigare la potenzialita antiossidante di un prodotto. In particolare viene
valutata l'inibizione della formazione indotta da perossidi di un substrato cromogenico rappresentato dal
catione radicalico ABTS (2,2'-Azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-acido sul fonico). In presenza di un eventuale
agente antiossidante, la formazione del catione & inibita. La capacitd antiossidante & calcolata
guantitativamente in percentuale in rapporto con il controllo negativo. La vitamina C, un noto antiossidante
liposolubile, & inserita nel test come controllo positivo.

In vitro methods to evaluate anti-oxidant, regenerating and anti-age properties of cosmetic products are of
great interest to assess their protective effectiveness and stability. In this specific case, we investigated the
antioxidant efficacy of samples of creams and their activity in counteracting oxidative stress and free-radicals
release in the skin.

Oxidative stress is one of the main cause of the aging process and it is involved in the development of many
serious human diseases. Exposure to UVA rays, pollutants, tobacco's smoke, as well as diet, drugs intake or
pathologies can increase the level of oxidants in the skin cells or decrease the effectiveness of endogenous
antioxidant systems.

Following exposure to oxidative stress Reactive Oxygene Species (ROS) formation, damages to the cells
membrane and to DNA may occur in the cell, leading to cell transformation or even death. Anti-oxidant
molecules such as vitamin A, C and E are often added to topical products to counteract the negative effect of
oxidative stress and delay the cell aging process.

The aim of the present work was to investigate the anti-oxidant activity of a topical product through a
spectrophotometric assay. In particular way, we evaluated the inhibition of a peroxide-induced chromogenic
substrate (ABTS radical cation -2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) development. The colour
development is inhibited when any antioxidant agent was added in the reaction. The anti-oxidant capability
of the tested substance is measured as a percentage related to the negative control, while vitamin C, a well
known liposoluble antioxidant, is used as a positive control.
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2.2 Esecuzione del test/Assay procedures

2.2.1 Test di attivita antiossidante/Antioxidant assay.

L'ABTS & una sostanza cromogena che pud essere convertita nella sua forma monocationica radicalica
(ABTS®+) se trattata con un agente ossidante come I'acqua ossigenata (H;O,) in presenza di perossidasi.
La forma radicalica delllABTS & colorata e presenta diversi picchi di assorbimento nel visibile, tra i quali uno
a 405 nm.

HRP
ABTS + H,O, - ABTS®+ + H,O

L'aggiunta di sostanze antiossidanti, capaci di donare un elettrone o un atomo di idrogeno, inibisce Ia
formazione dell' ABTS+. Seguendo nel tempo lo sviluppo di colore & possibile confrontare le cinetiche di
reazione del campione nei confronti di un controllo positivo (vitamina C) e di un controllo negativo.

The ABTS is a chromogenic substrate that can be converted in the radical ABTS®+ following the treatment
with an oxidant agent such as hydrogen peroxide (H,O,) with horseradish peroxidase. The radicalic form of
ABTS is a chromogen that can be measured spectrophotometrically in the visible, with a peak at 405nm.

HRP
ABTS + H,0, - ABTS®+ + H,0

In the presence of antioxidant substances, being able to give an electron or an atom of hydrogen, this colour
formation is inhibited. Following during time the development of colour is possible to compare the kinetics of
reaction of the sample towards a positive (vitamin C) control and of a negative control.

2.2.2 Preparazione del campione /Sample preparation

Il campione & stato diluito in tampone fosfato alle seguenti concentrazioni: 50mg/ml, 25mg/ml e 10mg/ml.
Come controllo negativo & stato utilizzato tampone fosfato. Il controllo positivo, cioé la vitamina C, & stata
testata alla concentrazione di 10pg/ml.

The sample has been solubilized in phosphate buffer at the following concentrations:50mg/ml, 25mg/ml and
10mg/ml. Phosphate buffer alone has been used as a negative control. The positive control, vitamin C, has
been tested at 10pg/ml.
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3 PARTE TERZA/PART THREE - RISULTATI E CONCLUSIONI/RESULTS
AND CONCLUSIONS

3.1 Attivita antiossidante del controllo positivo/Positive control antioxidant activity

Attivita antiossidante della vitamina C/
Antioxidant activity of vitamin C
100 =
E 80
=
£ 60
R
S 40 LA~
R 4
£
R 20
0 : y ‘ . . . ‘ ; ;
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Alla concentrazione di 10ug/ml, dopo 20, la vitamina C & in grado inibire del 50% la reazione di ossidazione
dellABTS. La sua efficacia antiossidante rimane elevata e stabile proseguendo la misurazione per 200"/
After 20", at 10ug/ml concentration, vitamin E shows a 50% inhibition of the ABTS oxidation reaction. Its
antioxidant activity is high and stable while measuring it up to 200 seconds.
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3.2 Attivita antiossidante del campione /Antioxidant activity of the sample

—
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Attivita antiossidante/ Antioxidant activity
Chocolate! - 50mg/mi
Lotto/Batch: 541 0415

codice internolinternal code: 4418/14-02
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Il campione alla concentrazione di 50mg/ml mostra una leggera attivita antiossidante non raggiungendo pero
il 50% di inibizione dopo 200” di reazione./ The sample at 50mg/ml shows a slight antioxidant activity not
reaching the 50% of inhibition after 200" of reaction.
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Commento/ Comment

Il campione alla concentrazione di 50mg/ml mostra una leggera attivita antiossidante non raggiungendo pero
il 50% di inibizione dopo 200" di reazione./ The sample at 50mg/ml shows a slight antioxidant activity not

reaching the 50% of inhibition after 200" of reaction.

Il campione testato alle concentrazioni di 26mg/ml e 10mg/ml mostra una buona attivita antiossidante
raggiungendo il 50% di inibizione dopo circa 70"/80" di reazione. La sua efficacia antiossidante aumenta
proseguendo la misurazione per 200" (raggiungendo il 65-70% di inibizione)./ The tested sample at 25mg/mi
and 10mg/ml concentrations shows a good antioxidant activity reaching the 50% of inhibition after 70"/80™
of reaction. Its antioxidant efficacy increase up to 200" (reaching 65-70% of inhibition).

3.3 Conclusioni/Conclusions

Sulla base dei risultati sopra riportati il prodotto/On the bases of the results here shown, the product:

Chocolate!

Lotto/Batch: 541 0415

POSSIEDE CAPACITA’ ANTIOSSIDANTE.

DOES SHOW ANTIOXIDANT CAPABILITY.

Data/Date: 07/07/2014

AZIENDA CERTIFICATA DUs=taln ilieto
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Il Supervisore scientifico/ Study Direc
Dr. Elena Bocchietto
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