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WYKAZ SKRÓTÓW ORAZ SYMBOLI STOSOWANYCH W PRACY 

SKRÓT ROZWINIĘCIE SKRÓTU 

% v/v procent objętościowo-objętościowy 
% w/w procent wagowo-wagowy 

13-HPOT 
kwas hydroperoksyoktadekatrienowy (ang. hydroperoxyoctadecatrienoic acid), 
wodoronadtlenek lipidowy 

A absorbancja [j.u.] 
AAT testy przyspieszonego starzenia (ang. accelerated aging test) 
AcYPFF acetylowany tetrapeptyd L-Tyr-L-Pro-L-Phe-L-Phe 
Alphaflow 20 uwodorniony polideken 
AM RAM żywica polistyrenowa pełniąca rolę podłoża stałego w syntezi peptydów 
AOC cyklaza tlenku allenu (ang. allene-oxide cyclase) 
AOS syntaza tlenku allenu (ang. allene-oxide synthase) 
Ap absorbancja próbki [j.u.] 
ATP adenozyno-5′-trifosforan (ang. adenosino-5′-triphosphorane) 
Aw absorbancja wzorca [j.u.] 
BS wsteczne rozpraszanie (ang. backscattering) 
C stężenie [mol/L] 
CD3OD metanol-d4 (tetradeuterometanol, ang. deuterated methanol) 
CDCl3 chloroform-d (deuterochloroform, ang. deuterated chloroform) 
CoA acetylokoenzym A (ang. acetylocoenzyme A) 
Cokt stężenie badanej substancji w fazie oktanolowej [mol/L] 
Creagel EZ7 polakrylamid, uwodorniony polideken, eter laurylowy polioksyetylenu 
CU jednostka korneometru (ang. corneometer unit) 
Cwo stężenie badanej substancji w fazie wodnej [mol/L] 
D współczynnik dyfuzji substancji aktywnej [cm2/s] 
dC zmiana stężenia dyfundującej substancji 
DCM dichlorometan (ang. dichloromethane) 
DIC N,N′-Diizopropylokarbodiimid (ang. N,N′-Diisopropylcarbodiimide) 
DIPEA N,N-Diizopropyloetyloamina (ang. N,N-Diisopropylethylamine) 
dM zmiana masy [g] 
DMAP N,N-Dimetylolpirydyno-4-amina (ang. N,N-Dimethylpyridin-4-amine) 
DMF N,N-Dimetyloformamid (ang. N,N-Dimethylformamide ) 
DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyrybonucleic acid) 

DPPH rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu 

DSC skaningowa kalorymetria różnicowa (ang. differential scanning calorimetry) 
dt jednostka czasu, w której zachodzi proces [s] 
Dw rozcieńczenie wzorca 
dx jednostka odległości, na jaką zachodzi dyfuzja [cm] 
ECB Europejskie Biuro Chemiczne (ang. European Chemicals Bureau) 
Emulsja o/w emulsja typu olej w wodzie (ang. oil-in-water emulsion) 
Emulsja w/o emulsja typu woda w oleju (ang. water-in-oil emulsion) 
EpiskinTM model zrekonstruowanej skóry ludzkiej 
ESI jonizacja przez elektrozrozpylanie (ang. electrospray ionization) 
Fmoc osłona fluorenylo-9-metoksykarbonylowa  
GHK tripeptyd Gly-His-Lys 

HAT 
metoda oceny aktywności antyoksydacyjnej związku, w której wykorzystuje się 
mechanizm reakcji oparty na transferze pojedynczego atomu wodoru pomiędzy 
reagentami (ang. hydrogen atom transfer) 

HEC hydroksyetyloceluloza (ang. hydroxyethylcelulose) 
HLB równowaga hydrofilowo-hydrofobowa (ang. hydrophilic-liphophilic balance) 
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HOBt hydroksybenzotriazol (ang. hydroxybenzotriazole) 

HPLC 
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid 
chromatography) 

Ile izoleucyna (ang. isoleucine) 
IVRT badanie uwalniania (substancji) in vitro (ang. in vitro release test) 
J strumień dyfuzji cząstek [g/cm2 × s] 
JA kwas jasmonowy (ang. jasmonic acid) 
JA-YPFF-NH2 koniugat kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YPFF (L-Tyr-L-Pro-L-Phe-L-Phe) 
JA-YYKS-NH2 koniugat kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YYKS (L-Tyr-L-Tyr-L-Lys-L-Ser) 
K stała szybkości uwalniania 
KH stała Higuchiego 
KK komora klimatyczna 
KVK tripeptyd Lys-Val-Lys 
l grubość warstwy absorbującej [cm] 
LD dyfrakcja laserowa (ang. laser diffraction) 

LD50 
wartość dawki śmiertelnej powodującej zgon połowy badanych osobników 
(ang. lethal dose) 

Leu leucyna (ang. leucine) 
LHA 
LOD 

kwas lipohydroksylowy (ang. lipohydroxy acid) 
granica detekcji (ang. limit of detection) 

log10 

LOQ 
logarytm dziesiętny 
granica oznaczalności (ang. limit of quantification) 

LOX lipooksygenaza (ang. lipooxygenase) 
LR2412 sól sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego (nazwa handlowa) 
Lys lizyna (ang. lysine) 
m/z stosunek masy do ładunku elektrycznego 
MCF-7 oznaczenie linii komórkowej nowotworu piersi 
MDA-MB-435 oznaczenie linii komórkowej nowotworu piersi 
MeDHJ dihydrojasmonian metylu (ang. methyl dihydrojasmonate) 
MeJ jasmonian metylu (ang. methyl jasmonate) 
MLS wielokrotne rozpraszanie światła (ang. multiple light scattering) 
mp masa substancji oznaczanej zawartej w próbce [mg], 
MS spektrometria mas (ang. mass spectrometry) 
MTCC-443 oznaczenie szczepu bakterii E.coli 
mw masa wzorca [mg], 

MWCO 
graniczna masa molowa (ang. molecular weight cut-off), parametr charakteryzujący 
selektywność membrany 

n wykładnik dyfuzyjny 
NTP naskórkowe testy płatkowe 

OPC:6 
kwas 3-okso-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-kapronowy  
(ang. 3-oxo-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyclopentane-1-hexanoic acid 

OPC:8 
kwas 3-okso-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-kaprylowy  
(ang. 3-oxo-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyclopentane-1-octanoic acid 

OPDA kwas cis-(+)-12-oksofitodienowy (ang. 12-oxophytodienoic acid) 
OPR reduktaza oksofitodienowa (ang. 12-oxophytodienoate reductase) 
PAA polimer kwasu akrylowego, karbomer (ang. polyacrylic acid) 
Phe fenyloalanina (ang. phenylalanine) 
Pokt-wo współczynnik podziału n-oktanol - woda 
PP promotory przenikania 
Pro prolina (ang. proline) 
PSD rozkład wielkości cząstek (ang. particle-size distribution) 
Pw czystość wzorca 
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Q0 początkowa ilość substancji czynnej 
Qt ilość uwolnionej substancji aktywnej po czasie t 
ROS reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 

RP-HPLC 
wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwróconym układzie faz (ang. reversed 
phase - high performance liquid chromatography) 

r-r roztwór 
S jednostkowy przekrój bariery [cm2] 
SA substancja aktywna 
Ser seryna (ang. serine) 

SET 
metoda oceny aktywności antyoksydacyjnej związku, w której wykorzystuje się 
mechanizm reakcji oparty na transferze pojedynczego elektronu pomiędzy 
reagentami (ang. single electron transfer) 

Spektroskopia 
FTIR 

spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera  
(ang. Fourier transform infrared) 

Spektroskopia 
MIR 

spektroskopia wykorzystująca promieniowanie z zakresu średniej podczerwieni  
(4000  - 650 cm-1, ang. mid-infrared) 

Spektroskopia 
NIR 

spektroskopia wykorzystująca promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni  
(10000 - 4000 cm-1, ang. near-infrared) 

Spektroskopia 
NMR 

spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic 
resonance) 

T transmisja (ang. transmission) 
tBu grupa tert-butylowa 
TEWL przeznaskórkowa (transepidermalna) utrata wody (ang. transepidermal water loss) 
TFA kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid) 
TGA analiza termograwimetryczna (ang. thermogravimetric analysis) 
TIS triizopropylosilan (ang. triisopropylsilane) 

TSI 
parametr sumujący wszystkie rodzaje niestabilności próbki badanej metodą MLS 
(ang. Turbiscan Stability Index) [-] 

TTC próg zagrożenia toksykologicznego (ang. threshold of toxicological concern) 
Tweeny polietoksylenowane estry sorbitanu 
Tyr tyrozyna (ang. tyrosine) 
UVA promieniowanie ultrafioletowe o długości fali 320-400 nm 
UVB promieniowanie ultrafioletowe o długości fali 280-320 nm 
UVC promieniowanie ultrafioletowe o długości fali 200-280 nm 
UVR promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet radiation) 

UV-Vis 
promieniowanie w zakresie światła widzialnego oraz bliskim nadfiolecie o długości fali 
200-1100 nm (ang. ultraviolet-visible)  

Val walina (ang. valine) 
VDC pionowa komora dyfuzyjna (ang. vertical diffusion cell) 
VGVAPG heksapeptyd Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly 
VOCs organiczne związki lotne (ang. volatile organic compounds) 
Vp objętość medium [mL] 
Vw objętość roztworu wzorcowego [mL] 
x odległość, na jaką zachodzi dyfuzja [cm] 
α-LA kwas α-linolenowy (ang. α-linolenic acid) 
δ 13C przesunięcie chemiczne sygnału na widmie węglowym NMR 
δ 1H przesunięcie chemiczne sygnału na widmie wodorowym NMR 
ε molowy współczynnik absorpcji [L/mol × cm] 
λ długość fali [nm] 
λmax analityczna długość fali [nm] 
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WSTĘP 

Skóra (łac. cutis) stanowi największy organ ludzkiego ciała, bowiem jej powierzchnia wynosi od 1,5 
do 2 m². Cutis jest organem najbardziej narażonym na szkodliwe działanie czynników zewnętrznych, 
dlatego starzeje się szybciej w porównaniu z organami wewnętrznymi. Starzenie się całego organizmu 
człowieka to naturalny i nieodwracalny proces, który postępuje wraz z wiekiem. W związku 
z powyższym ważne jest, aby stosować pielęgnację skóry, mającą na celu spowolnienie tego procesu 
i redukcję jego widocznych oznak, takich jak zmarszczki, przebarwienia, spadek jej nawilżenia oraz 
elastyczności [1,2].  

Pielęgnacja skóry jest związana nie tylko z prawidłową dietą, ale również stosowaniem 
odpowiednich preparatów kosmetycznych oraz dermatologicznych. Obowiązkiem producenta 
kosmetyków jest wprowadzenie na rynek produktu o przebadanej i udokumentowanej stabilności. 
Dynamiczny rozwój technologii umożliwia szybką identyfikację procesów destabilizacji badanego 
preparatu. Ponadto, każdy komercyjnie dostępny preparat powinien być przebadany pod kątem 
bezpieczeństwa oraz skuteczności działania [3,4]. W tym celu prowadzone są badania in vitro oraz in 
vivo, których wyniki mogą stanowić kluczowy etap oceny preparatu i decydować o możliwości jego 
dopuszczenia do obrotu na rynku kosmetycznym lub farmaceutycznym [5,6].  

W celu nadania produktowi pielęgnacyjnemu pożądanego działania, do podłoża preparatu dodaje 
się substancje o ukierunkowanej aktywności kosmetycznej. Substancje te nazywane są składnikami 
aktywnymi kosmetyków i wykazują określone działanie fizyczne, chemiczne lub biochemiczne na 
fizjologię oraz/lub funkcje skóry [7]. Naukowcy wciąż poszukują innowacyjnych substancji aktywnych, 
które wykazywałyby dużą skuteczność w zwalczaniu oznak starzenia się skóry.  

W ostatnich czasach odnotować można rosnące zainteresowanie wykorzystaniem naturalnych 
substancji pielęgnacyjnych oraz leczniczych w preparatach komercyjnych. Substancje roślinne 
o określonej aktywności biologicznej umożliwiają obniżenie stężenia lub całkowitą substytucję 
stosowanych dotychczas substancji syntetycznych. Związki te mogą także wykazywać synergizm 
działania z określoną substancją chemiczną, dlatego mogą być wykorzystane w celu intensyfikacji jej 
działania. Nowością na rynku farmaceutycznym oraz kosmetycznym są fitohormony, będące związkami 
pochodzenia roślinnego. Związki te regulują wzrost i rozwój roślin [8]. Niektóre fitohormony wykazują 
interesującą aktywność biologiczną na organizm ludzki. Przykład stanowi kwas jasmonowy i jego 
pochodne, zwane także jasmonidami. Związki te przyspieszają regenerację naskórka [9], redukują 
przebarwienia skóry [10] oraz łagodzą jej podrażnienia wywołane m.in. działaniem czynników 
zewnętrznych, takich jak promieniowanie UV oraz dym tytoniowy [11]. Ponadto, redukują one widoczne 
oznaki starzenia się skóry oraz zwiększają jej elastyczność [12]. Dużym zainteresowaniem 
konsumentów cieszą się również preparaty kosmetyczne oraz farmaceutyczne zawierające w swoim 
składzie niskocząsteczkowe peptydy. Preparaty te są przeznaczone do pielęgnacji skóry z widocznymi 
oznakami starzenia [13].  

Nowe zagadnienie w kosmetologii oraz farmacji stanowią koniugaty substancji aktywnych. 
Koniugacja ma na celu stworzenie związku, który cechowałby się aktywnością biologiczną, 
charakterystyczną dla wchodzących w jego skład cząsteczek substancji aktywnych [14]. 

Z tego względu przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej jest charakterystyka fizykochemiczna 
nowych pochodnych kwasu jasmonowego w postaci jego koniugatów z wybranymi tetrapeptydami. 
Zaprezentowano także wyniki oceny właściwości fizykochemicznych oraz stabilności opracowanych 
receptur zawierających jasmonidy i ich pochodne. Ponadto, przedstawiono wyniki analizy kinetyki 
uwalniania badanych związków z przygotowanych preparatów przez półprzepuszczalne membrany. 
Zaprezentowano także wyniki badań in vivo, mających na celu determinację aktywności biologicznej 
koniugatów.  
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PRZEGLĄD LITERATURY 

1. Budowa, właściwości i funkcje skóry 

Skóra to największy organ człowieka o łącznej powierzchni 1,5-2 m2, który pełni wiele istotnych 
funkcji w ludzkim organizmie. Do jej zadań należy bowiem izolacja ustroju od zewnętrznych 
czynników środowiskowych, takich jak temperatura, urazy mechaniczne czy drobnoustroje. 
Ponadto, skóra pełni ważną rolę w termoregulacji ustroju i gospodarce wodno-elektrolitowej [15]. 
Dzięki obecności receptorów, skóra umożliwia percepcję bodźców pochodzących ze środowiska 
zewnętrznego (uczucie zimna, ciepła, dotyku oraz bólu) [16]. Należy wspomnieć, że powłoki skórne 
są także miejscem syntezy witaminy D3 z 7-dehydrocholesterolu, a także stanowią ważną drogę 
transportu niektórych substancji aktywnych [17]. 

1.1. Anatomia skóry 

Skóra człowieka składa się z trzech głównych warstw: naskórka, skóry właściwej oraz 
tkanki podskórnej (rys. 1). Każda z tych warstw ma złożoną budowę oraz różnorodne funkcje, 
które zostały przedstawione poniżej. 

 

Rys. 1. Schemat budowy skóry człowieka (zaadaptowano z [18]). 
 

 Naskórek (łac. epidermis) - zewnętrzna warstwa skóry zbudowana z pięciu warstw 
komórek zróżnicowanych pod względem budowy oraz funkcji (rys. 2). Naskórek buduje 
warstwa podstawna, kolczysta, ziarnista, jasna oraz rogowa [19]. 

 
Warstwa podstawna (łac. stratum basale; s. basale) stanowi najniżej położoną warstwę 
komórek, charakteryzujących się obecnością wydłużonych, zasadochłonnych jąder 
komórkowych. S. basale zwana jest również warstwą rozrodczą, bowiem zachodzą w niej 
podziały komórkowe. Komórki macierzyste naskórka dzielą się mitotycznie z zachowaniem 
pewnej asymetrii, bowiem jedna komórka potomna wędruje ku powierzchni naskórka, 
przechodząc przez kolejne jego warstwy, natomiast druga pozostaje w warstwie 
podstawnej. U zdrowego człowieka okres przejścia (ang. turn-over time) keratynocytu  
z warstwy podstawnej do warstwy zrogowaciałej wynosi 28 dni [20]. Komórki s. basale 
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połączone są z błoną podstawną za pomocą hemidesmosomów. Połączenia występujące 
zarówno pomiędzy komórkami tej warstwy, jak również położonymi wyżej komórkami 
warstwy kolczystej to desmosomy mające postać uwypukleń błony komórkowej. W obrębie 
warstwy podstawnej znajdują się komórki Merkela (receptory dotyku), komórki Langerhansa 
(reakcja odpornościowa w obrębie skóry) oraz melanocyty (komórki produkujące  
i magazynujące melaninę, czyli barwnik skóry) (rys. 2) [21,22]. 
 

 
Warstwa kolczysta (łac. stratum spinosum) stanowi najgrubszą warstwą naskórka i jest 
położona pomiędzy warstwą podstawną i ziarnistą. Komórki warstwy kolczystej ulegają 
spłaszczeniu w miarę migracji w kierunku warstwy ziarnistej. S. spinosum wraz z s. basale 
tworzą tzw. żywy naskórek (warstwę Malphigiego), powyżej którego rozpoczyna się proces 

keratynizacji (rogowacenia) komórek naskórka (rys. 2) [21].  
 

 
Warstwa ziarnista (łac. stratum granulosum) jest zbudowana z kilku rzędów 
wrzecionowatych komórek ze spłaszczonymi jądrami (rys. 2). Nazwa s. granulosum 
pochodzi od obecności w jądrach komórkowych ziaren keratochialiny biorących udział  
w procesie syntezy białka keratynowego [23]. W warstwie ziarnistej ma również miejsce 
synteza glikolipidów (głównie acyloglukozyloceramidu) wydzielanych następnie na zewnątrz 
komórki. Glikolipidy gromadzą się na granicy warstwy ziarnistej oraz warstwy rogowej  
i chronią skórę przed nadmierną, przeznaskórkową (transepidermalną) utratą wody, 
określanej jako TEWL (ang. transepidermal water loss) [24]. 
 

 
Warstwa jasna (łac. stratum lucidum) jest położona pomiędzy warstwą rogową a ziarnistą. 
S. lucidum występuje tylko tam, gdzie skóra ma większą w porównaniu do reszty ciała 
grubość (podeszwy stóp, wewnętrzna część dłoni). Warstwa ta jest zbudowana z trzech do 
pięciu warstw silnie spłaszczonych i ściśle do siebie przylegających komórek keratynocytów 
(rys. 2) [25]. 

 
Warstwa rogowa (łac. stratum corneum) jest najbardziej zewnętrzną warstwą naskórka.  
S. corneum jest zbudowana z płaskich, bezjądrzastych (a więc niezdolnych do podziałów) 
komórek wypełnionych keratyną. Przestrzenie między keratynocytami warstwy rogowej 
wypełnia lipidowe spoiwo, zwane „cementem międzykomórkowym”. Główne składniki 
spoiwa komórkowego (ceramidy - 40%, sterole - 25%, wolne kwasy tłuszczowe - 18% oraz 
węglowodory - 11%) uszczelniają warstwę rogową naskórka i tworzą barierę 
nieprzepuszczalną dla wody [26]. Na powierzchni warstwy rogowej znajduje się płaszcz 
hydrolipidowy będący mieszaniną wody oraz sebum wytwarzanego przez gruczoły łojowe 
skóry [27]. Warstwa rogowa zbudowana jest z części zbitej (keratynocyty dachówkowato 
zachodzące na siebie) oraz złuszczającej (keratynocyty luźno ułożone) (rys. 2). 
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Rys. 2. Schemat budowy naskórka człowieka (zaadaptowano z [28]).  

 Skóra właściwa (łac. cutis vera) - środkowa tkanka skórna zbudowana z trzech kolejnych 
warstw: brodawkowej (wpalającej się do naskórka tworząc brodawki), podbrodawkowej 
(utworzonej z tkanki łącznej luźnej) oraz siateczkowatej (utworzonej z tkanki łącznej zbitej, 
zawierającej liczne włókna). Istotnym elementem budulcowym tkanki łącznej są fibroblasty 
odpowiedzialne za produkcję włókien oraz istoty międzykomórkowej [29]. W skórze właściwej 
występują włókna kolagenowe, głównie typu I oraz III, jak również typu V (występujące zawsze 
jako dopełnienie kolagenu typu I), które warunkują odporność skóry na urazy mechaniczne, jak 
również włókna elastynowe, warunkujące sprężystość skóry [30]. Istota międzykomórkowa ma 
charakter bezpostaciowego koloidu, w którego skład wchodzą przede wszystkim enzymy, 
glukoza oraz sole mineralne. W skórze właściwej znajdują się także liczne naczynia 
krwionośne (odpowiedzialne za doprowadzanie tlenu i składników odżywczych do komórek 
naskórka) oraz zakończenia nerwowe (odpowiedzialne za uczucie dotyku, ucisku, zimna, 
ciepła oraz bólu) [31]. 
 
 Tkanka podskórna (łac. subcutis) - warstwa znajdująca się pod skórą właściwą 
składająca się ze zrazików tłuszczowych porozdzielanych tkanką łączną włóknistą. Tkanka 
podskórna pełni rolę warstwy izolacyjnej i stanowi rezerwuar energetyczny dla organizmu 
(rys.1). 
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2. Penetracja substancji aktywnych przez skórę 

Proces przenikania cząsteczki substancji przez barierę naskórkowo - skórną zachodzi głównie 
na drodze dyfuzji biernej opisanej przez pierwsze prawo Ficka (podrozdział 8.1.2) i przebiega  
w następujących etapach [32]: 

 partycja cząsteczek substancji aktywnej pomiędzy formę aplikacyjną (podłoże kosmetyczne)  
a stratum corneum naskórka,  

 dyfuzja cząsteczek substancji przez lipofilową warstwę rogową naskórka, 
 partycja cząsteczek substancji pomiędzy stratum corneum a warstwę ziarnistą naskórka,  
 dyfuzja cząsteczek substancji przez kolejne warstwy naskórka o wzrastającej hydrofilowości, 
 partycja cząsteczek substancji pomiędzy warstwę podstawną naskórka a górną część skóry 

właściwej, 
 dyfuzja cząsteczek substancji do skóry właściwej [33,34]. 

2.1. Czynniki determinujące penetrację substancji aktywnych przez skórę 

Istnieje wiele istotnych czynników wpływających na efektywną penetrację substancji 
aktywnych przez skórę. Wśród nich wymienia się między innymi właściwości substancji 
penetrującej (jej rozmiar, lipofilowość, polarność, rozpuszczalność w lipidach i w wodzie), 
właściwości podłoża kosmetycznego (lepkość, pH, wartość parametru HLB emulgatorów), 
obecność promotorów przenikania oraz stan zdrowotny skóry [35].  

 
 Rozmiar cząsteczki substancji aktywnej - w przypadku transportu przez warstwę rogową 
nie powinien być zbyt duży. W nawiązaniu do tzw. „reguły 500 Daltonów”, przedstawionej  
w 2000 roku przez Bosa i Meinardiego [21], cząsteczka o rozmiarze powyżej 500 Da nie ma 
zdolności penetracji w głębsze warstwy skóry. Reguła ta powstała w oparciu o analizę masy 
cząsteczkowej alergenów, najczęściej powodujących kontaktowe zapalenie skóry. 
Wywnioskowano bowiem, że alergen musi wykazywać zdolność do penetracji skóry,  
aby wywołać odpowiedź immunologiczną [36]. Przykładem cząsteczki niewielkich rozmiarów, 
łatwo penetrującej warstwy skóry, jest kwas retinowy o masie 300 Da [37]. Z kolei 
wielkocząsteczkowy kwas hialuronowy (5-200 kDa) nie ma zdolności przenikania przez skórę, 
w związku z czym może wykazywać działanie pielęgnacyjne jedynie na górną część warstwy 
rogowej [38]. W późniejszych latach zaprezentowano wyniki badań podważające regułę 500 
Da. W 2006 roku Chen i wsp. [39] opublikowali pracę naukową, w której opisali 
transepidermalną penetrację cząsteczek białka o masie 6000 Da. 

 Lipofilowość cząsteczki substancji aktywnej - wielkość charakteryzująca powinowactwo 
cząsteczki do fazy lipidowej i wodnej. Miarą lipofilowości substancji chemicznej jest stosunek 
jej równowagowych stężeń w układzie dwóch, niemieszających się rozpuszczalników.  
W warunkach równowagi termodynamicznej, przy stałym ciśnieniu i w stałej temperaturze 
stosunek ten ma stałą wielkość i jest nazywany współczynnikiem podziału. Jego wartość jest 
charakterystyczna dla danej substancji oraz danego układu dwóch rozpuszczalników [40].  
Do określenia współczynnika podziału kosmetycznych oraz farmaceutycznych substancji 
aktywnych wykorzystuje się n-oktanol i wodę. Taki układ rozpuszczalników stanowi model 
bariery błonowej [41]. Wartość współczynnika podziału jest obliczana zgodnie z równaniem (1): 
 

Pokt-wo  
Cokt

Cwo
 , (1) 

gdzie: 

 
Pokt-wo - współczynnik podziału n-oktanol - woda, 
Cokt - stężenie badanej substancji w fazie oktanolowej [mol/L], 
Cwo - stężenie badanej substancji w fazie wodnej [mol/L].  
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Lipofilowość związku jest prezentowana w postaci logarytmu dziesiętnego  
ze współczynnika podziału (log10 Pokt-wo). Substancje o wysokiej wartości log10 Pokt-wo (>3,0) 
cechują się dużą lipofilowością, dzięki czemu z łatwością penetrują bariery imitujące 
naskórek. Z kolei substancje hydrofilowe o niskiej wartości log10 Pokt-wo (<1,0) wykazują 
słabą zdolność dyfuzji transbłonowej [42,43]. Wśród metod służących do określania 
lipofilowości substancji wyróżnia się metody teoretyczne (teoretyczne kalkulacje, m.in.  
w oparciu o wzór strukturalny cząsteczki) oraz metody eksperymentalne (analiza 
ekstrakcyjna, wysokosprawna chromatografia cieczowa) [44]. W celu zwiększenia zdolności 
penetracyjnych cząsteczek hydrofilowych stosuje się ich modyfikację za pomocą łańcuchów 
alkilowych i arylowych. Ponadto, hydrofilowe substancje aktywne są ,,zamykane”  
w lipofilowych nośnikach, takich jak liposomy, nanocząstki lipidowe, co ułatwia ich transport 
przez bariery biologiczne [34,45]. 

 
 Lepkość podłoża kosmetycznego - parametr regulujący ilość substancji uwalnianej  
z podłoża do skóry. Wyniki badań dowodzą, że obniżenie lepkości formy aplikacyjnej 
pozytywnie wpływa na zwiększenie ilości substancji aktywnej przenikającej w głąb skóry 
[46]. Stahl i wsp. [47] przeprowadzili badania uwalniania metronidazolu in vitro z różnych 
form aplikacyjnych (żel, krem oraz maść zawierające w swoim składzie 1% w/w substancji 
czynnej). W oparciu o wyniki badań najwięcej ilości substancji aktywnej uwalnia się z żelu o 
najmniejszej lepkości, natomiast najmniej - z maści, cechującej się największą lepkością 
spośród badanych preparatów. Podobne wnioski przedstawili Gendy i wsp. [48], którzy 
przeprowadzili analizę uwalniania in vitro flurbiprofenu z maści oraz żelu.  
 
 Obecność promotorów przenikania - promotory przenikania (PP) to substancje 
chemiczne zwiększające przenikanie substancji aktywnej przez skórę. PP mogą zwiększać 
permeację substancji aktywnych poprzez usuwanie płaszcza hydrolipidowego oraz 
częściowe rozpuszczanie lipidów cementu międzykomórkowego naskórka. Do najczęściej 
stosowanych PP zalicza się niskocząsteczkowe alkohole (etanol, gliceryna), związki 
powierzchniowo czynne (Tween, laurylosiarczan sodu), α- i β-hydroksykwasy  
(kwas salicylowy, kwas cytrynowy), a także mocznik [49,50,51]. Należy pamiętać,  
że promotory przenikania stanowią składnik podłoża kosmetycznego, mogą więc wpływać 
na jego właściwości fizykochemiczne (pH, lepkość, stabilność) [52].  
 
 Stan zdrowotny skóry - parametr, który również determinuje przenikanie substancji 
aktywnych z form aplikacyjnych. Zaobserwowano, że proces dyfuzji cząsteczek substancji 
przebiega szybciej przez cienką bądź uszkodzoną skórę [53]. Zaobserwowano również,  
że wysoki stopień nawilżenia skóry ułatwia transport substancji aktywnych [54]. W związku 
z powyższym, przed aplikacją preparatu pielęgnacyjnego zaleca się złuszczenie martwych 
komórek warstwy rogowej [55]. Ponadto, stosuje się również opatrunki okluzyjne, 
redukujące przeznaskórkową (transepidermalną) utratę wody oraz zwiększającą 
przenikanie substancji aktywnej do skóry [56]. 

2.2. Drogi transportu substancji aktywnych przez skórę 

Jak już wcześniej wspomniano, głównym mechanizmem przenikania substancji aktywnych 
przez bariery naskórkowe jest dyfuzja. Wśród możliwych dróg przenikania substancji czynnych 
przez skórę wyróżnia się transport transepidermalny oraz transport transfolikularny (rys. 3) [57].  

 
 Transport transepidermalny - polega na dyfuzji substancji przez naskórek do skóry 
właściwej. Transport transepidermalny można podzielić na transport intercelularny 
(międzykomórkowy, typowy dla rozpuszczalnych w cemencie międzykomórkowym substancji 
lipofilowych) oraz transcelularny (przezkomórkowy, typowy dla nierozpuszczalnych w cemencie 
komórkowym substancji hydrofilowych) [58]. 
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 Transport transfolikularny - polega na wnikaniu substancji aktywnych do skóry wzdłuż 
torebek włosowych. Ten rodzaj transportu zachodzi w przypadku substancji lipofilowych, 
dobrze rozpuszczalnych w zawartości gruczołów łojowych, usytuowanych w pobliżu mieszka 
włosowego [59]. 

 

 

Rys. 3. Schemat dróg przenikania substancji aktywnych do skóry (zaadaptowano z [60]). 

 

.

Warstwa rogowa

Transport intercelularny Transport transcelularny

Transport folikularny
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3. Proces starzenia się skóry 

Starzenie się całego organizmu człowieka to naturalny i nieodwracalny proces, który postępuje 
wraz z wiekiem. Jest on uwarunkowany zarówno czynnikami wewnętrznymi, jak i czynnikami 
środowiskowymi. Starzenie się organizmu polega m.in. na zmniejszeniu biologicznej aktywności 
komórek, obniżeniu odporności i odpowiedzi na czynniki stresowe, jak również spowolnieniu 
procesów regeneracyjnych. Proces starzenia dotyczy także skóry - organu najbardziej narażonego 
na szkodliwe działanie czynników zewnętrznych, w związku z czym starzejącego się szybciej  
w porównaniu z organami wewnętrznymi [61].  

3.1. Klasyfikacja rodzajów starzenia się skóry 

Starzenie się skóry jest związane z działaniem zarówno czynników wewnętrznych (starzenie 
wewnątrzpochodne), jak i zewnętrznych (starzenie zewnątrzpochodne). Wyróżnia się także 
starzenie mimiczne oraz starzenie rodnikowe [62]. Na rys. 4 przedstawiono klasyfikację rodzajów 
starzenia się skóry ze względu na ich genezę. 

 

Rys. 4. Klasyfikacja rodzajów starzenia się skóry ze względu na ich genezę. 

Starzenie mimiczne oraz rodnikowe generują dylemat w związku z ich klasyfikacją, bowiem 
są skutkiem działania zarówno czynników zewnętrznych, jak i wewnętrznych.  

3.1.1. Starzenie mimiczne 

Miostarzenie jest związane z wolicjonalnym lub niewolicjonalnym poruszaniem 
mięśniami twarzy, co powoduje spadek elastyczności skóry w obszarach mimicznych  
i powstawanie tzw. „zmarszczek mimicznych”. Mimika twarzy jest związana z reakcją 
organizmu na różne bodźce zewnętrzne (zewnątrzpochodny aspekt mimicznego starzenia 
się skóry) i jest możliwa dzięki złożonej współpracy układu nerwowego i mięśniowego 
człowieka (wewnątrzpochodny aspekt mimicznego starzenia się skóry) [62].  

3.1.2. Starzenie rodnikowe 

Ten typ starzenia jest wywoływany przez reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen 
species, ROS), zwane także wolnymi rodnikami. Są to indywidua chemiczne, które 
charakteryzują się obecnością atomów tlenu z niesparowanym elektronem [63]. Niektóre 
ROS są naturalnymi produktami metabolizmu komórkowego, inne powstają w układach 
nieożywionych, dlatego właśnie analogicznie do miostarzenia, rodnikowe starzenie się 
skóry jest powodowane zarówno przez czynniki wewnętrzne, jak i zewnętrzne.  

Starzenie się skóry Zewnątrzpochodne

Fotostarzenie

Starzenie związane z nałogiem 
palenia papierosów

Wewnątrzpochodne Chronologiczne

Menopauzalne

Mimiczne

Rodnikowe
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 Wewnątrzpochodne starzenie rodnikowe - rodzaj starzenia się organizmu 
powodowany powstawaniem ROS jako produktów ubocznych metabolizmu komórki. 
Mitochondria są organellami cytoplazmatycznymi odpowiedzialnymi za oddychanie 
komórkowe. Wykorzystują one niemalże 90% tlenu komórkowego w reakcjach enzymów 
oddechowych, w związku z czym mitochondrialny łańcuch oddechowy jest uważany  
za główne wewnątrzkomórkowe źródło ROS [64]. Uboczne metabolity oddychania 
komórkowego indukują uszkodzenia oksydacyjne samych komórek, jak również lipidów, 
białek oraz kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. deoxyrybonucleic acid, DNA) [65,66]. 
Wewnętrzne starzenie rodnikowe jest tożsame z opisywaną w dalszej części podrozdziału 
teorią mitochondrialną, jednakże kładzie większy nacisk na znaczenie ROS w procesach 
starzenia. Należy podkreślić, że mitochondrialny łańcuch oddechowy jest głównym, ale nie 
jedynym źródłem wewnątrzustrojowego powstawania reaktywnych form tlenu. 
Promieniowanie ultrafioletowe jest również kluczowym stymulatorem powstawania ROS  
w tkankach, co z kolei jest tożsame z teorią fotostarzenia się skóry [67]. 

 Zewnątrzpochodne starzenie rodnikowe - rodzaj starzenia się organizmu, 
powodowany powstawaniem ROS w środowisku zewnętrznym, w którym bytuje organizm. 
ROS powstają w atmosferze na skutek oddziaływania promieniowania ultrafioletowego 
(ang. ultraviolet radiation, UVR) z cząsteczkami związków obecnych w atmosferze [68]. 
Skóra jest najbardziej narażonym organem na zewnątrzpochodne starzenie rodnikowe, 
dlatego zarówno suplementacja, jak i stosowanie preparatów kosmetycznych zawierających 
antyoksydanty jest bardzo ważnym aspektem pielęgnacji przeciwstarzeniowej [69]. 

3.1.3. Starzenie zewnątrzpochodne 

 Fotostarzenie - rodzaj starzenia zewnątrzpochodnego związany z nadmierną 
ekspozycją skóry na promieniowanie ultrafioletowe. Ze względu na długość fali 
promieniowania, UVR można podzielić na promieniowanie UVA (λ   320-400 nm), UVB  
(λ   280-320 nm) oraz UVC (λ   200-280 nm). Główną przyczyną fotostarzenia się skóry 
jest promieniowanie UVA, które dociera aż do skóry właściwej i może powodować poważne 
uszkodzenia w funkcjonowaniu i wyglądzie skóry [70,71]. Promieniowanie to powoduje 
uszkodzenie struktury kwasów nukleinowych oraz białek i lipidów, m.in. wskutek 
generowania powstawania ROS w skórze [67]. Skutkiem oddziaływania promieniowania UV 
na skórę jest powstawanie przebarwień skórnych, mutacji DNA oraz kancerogenezy  
w obrębie komórek skóry [72,73]. Funkcję ochronną skóry przed UVR pełni melanina 
wykazująca zdolność rozpraszania i absorpcji promieniowania UV oraz zamieniania energii 
promieniowania na energię cieplną [74]. 

 Starzenie związane z nałogiem palenia papierosów - rodzaj starzenia 
zewnątrzpochodnego związany z paleniem wyrobów tytoniowych i dymem tytoniowym. 
Nikotyna to alkaloid naturalnie występuje w liściach i korzeniach tytoniu szlachetnego, 
Nicotiana tabacum [75], który oddziałuje z receptorem nikotynowym α-3, zlokalizowanym 
m.in. na fibroblastach, obniżając ich zdolności syntezy kolagenu. Ponadto, u nałogowych 
palaczy stwierdzono podwyższenie aktywności metaloproteinazy-1, enzymu 
odpowiedzialnego za degradację kolagenu. Tak zwana „skóra palacza” charakteryzuje się 
szarym odcieniem, małą elastycznością i obecnością zmarszczek mimicznych w okolicy ust 
[76]. 

3.1.4. Starzenie wewnątrzpochodne 

 Starzenie chronologiczne - rodzaj starzenia wewnątrzpochodnego, związany  
z naturalnym upływem czasu. Tzw. „chronostarzenie” skóry rozpoczyna się już po 20 roku 
życia i ma charakter indywidualny. Istnieje kilka teorii i hipotez, które wyjaśniają przyczyny  
i mechanizmy chronologicznego starzenia się skóry. Wśród nich wymienić można teorię 
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genową, teorię Hayflicka, teorię zaburzeń białkowych, teorię mitochondrialną oraz teorię 
membranową [77]. 

 
W oparciu o założenia genowej teorii starzenia się skóry, w każdym jądrze komórkowym 
znajdują się geny odpowiedzialne za regulację szybkości i charakteru starzenia się komórki. 
Wskutek starzenia się organizmu następuje tzw. „stopniowy zanik pamięci komórkowej”, 
czyli utrata zdolności komórek do wykonywania szeregu zaprogramowanych genetycznie 
zadań [78]. Następuje zmniejszenie ekspresji genów odpowiedzialnych za proliferację oraz 
zwiększenie ekspresji genów supresorowych, dlatego w starzejącej się skórze obserwuje 
się spadek procesów wzrostowych. Efektem tego zjawiska jest osłabienie zdolności 
regeneracyjnych naskórka, jak również spowolnienie wytwarzania przez fibroblasty nowych 
włókien podporowych i spadek elastyczności skóry [70]. 

 
Teoria Hayflicka, zwana również teorią ograniczonej liczby podziałów komórki, zakłada 
spadek aktywności telomerazy wraz z wiekiem. Telomeraza jest enzymem regulującym 
proces replikacji telomerów (końcowych fragmentów chromosomów), które ulegają 
skróceniu przy każdym podziale komórkowym wskutek braku ich transkrypcji na nowo 
powstałe nici DNA. Zgodnie z założeniem tej teorii zjawisko skracania telomerów prowadzi 
do uszkodzenia komórki oraz utrudnia jej prawidłowy podział, wskutek czego dochodzi do 
jej śmierci. W związku z powyższym zjawisko skracania telomerów można porównać do 
„wewnętrznego zegara komórki”, odliczającego czas jej funkcjonowania. Teoria Hayflicka 
zakłada więc, że komórki ludzkie mogą ulegać określonej liczbie podziałów, po czym 
dochodzi do ich apoptozy [79,80]. 

 
Zgodnie z założeniem teorii zaburzeń białkowych, upośledzenie syntezy białek może 
również prowadzić do starzenia się organizmu. Oprócz funkcji budulcowej, białka pełnią 
funkcję receptorową i regulują komunikację wewnątrz- i zewnątrzkomórkową oraz działanie 
systemów naprawczych i obronnych. Wraz z wiekiem zdolność komórek do syntezy białek 
znacznie spada, co upośledza sprawne funkcjonowanie poszczególnych organów, a co za 
tym idzie całego organizmu. Prawdopodobną przyczyną zaburzeń białkowych jest 
ekspresja genów promujących „mechanizmy samobójcze” wraz z osłabieniem ekspresji 
genów kodujących określony aminokwas [81,82]. 

 
Według teorii mitochondrialnej wraz z wiekiem maleje zarówno liczba, jak i aktywność 

mitochondriów, co skutkuje zmniejszeniem wytwarzania adenozyno-5′-trifosforanu  
(ATP, cząsteczka magazynująca energię komórki) [83]. Niski poziom ATP z kolei upośledza 
zdolności regeneracyjne komórki, w wyniku czego zwiększa się liczba uszkodzeń komórki 
prowadząca do jej śmierci. Spadek zdolności komórek do regeneracji prowadzi do starzenia 
się całego organizmu, w tym również skóry [84,85]. 
 
 

Teoria genowa

Teoria Hayflicka

Teoria zaburzeń białkowych

Teoria mitochondrialna
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Teoria membranowa, zwana również teorią błonową zakłada, że proces starzenia się 
organizmu ma wpływ na skład błon komórkowych. Według tej teorii wraz z upływem czasu 
dochodzi do zwiększenia zawartości lipidów oraz obniżenia zawartości związków 
hydrofilowych w błonie komórkowej, co upośledza transcelularny transport substancji. 
Efektem takiej zmiany jest nagromadzenie się toksycznych metabolitów we wnętrzu 
komórki, co może prowadzić do jej uszkodzenia oraz śmierci. Ponadto, teoria ta zakłada 
wzrost stężenia glikoprotein umiejscowionych w błonach komórkowych, co powoduje 
niekorzystny i nieodwracalny wzrost lepkości i sztywności błon komórkowych [86,87]. 

 
 Starzenie menopauzalne - rodzaj starzenia wewnątrzpochodnego zwany także 
starzeniem hormonalnym. Menopauza to naturalny i nieunikniony etap w życiu każdej 
kobiety następujący pomiędzy wiekiem prokreacyjnym a początkiem starzenia się [88]. 
Hormonalne starzenie się skóry jest związane ze spadkiem stężenia estrogenów we krwi. 
Estrogeny nazywane są hormonami młodości, ponieważ mają wpływ na prawidłową 
pigmentację skóry, jej unaczynienie, elastyczność i sprężystość oraz zdolność  
do hamowania nadmiernej transepidermalnej utraty wody [89]. 

 

3.2. Obraz kliniczny starzejącej się skóry 

Istnieje wiele klinicznych zmian skórnych świadczących o postępującym procesie starzenia 
się największego organu ludzkiego ciała. Starzejąca się skóra traci elastyczność, nawilżenie  
i równomierny koloryt. Wraz z wiekiem pojawiają się przebarwienia skórne (w tym tzw. „plamy 
starcze”) i zaburzenia rogowacenia, jednak to zmarszczki są najbardziej charakterystyczną 
oznaką starzenia się skóry. Zmarszczki definiuje się jako liniowe zmiany skórne, powstające  
na skutek spadku nawilżenia i elastyczności skóry [90]. Jeżeli głębokość zmarszczek  
nie przekracza wartości 0,05 mm zmiany te nazywane są powierzchownymi zmarszczkami, 
które występują najczęściej w okolicy oczu i są nazywane „kurzymi łapkami” [91]. Liniowe 
zmiany skórne, których głębokość przekracza wspomnianą wartość, to zmarszczki głębokie 
występujące w postaci bruzd na czole, policzkach, dolnej części twarzy oraz szyi [92]. Ponadto, 
nieustanna praca mięśnia okrężnego ust powoduje utratę sprężystości skóry okalającej usta, 
co wiąże się z powstawaniem pionowych zmarszczek - tzw. „zmarszczek palacza”. Długotrwałe 
działanie grawitacji, jak również ścieńczenie skóry i stopniowa delokalizacja i degradacja 
włókien kolagenowych i elastynowych powodują utratę jędrności skóry i utratę owalu twarzy 
[93].  

3.3. Obraz histologiczny starzejącej się skóry 

Obraz histologiczny starzejącej się skóry pozwala określić mechanizmy i przyczyny 
starzenia się skóry na poziomie komórkowym. Wraz z upływem czasu obserwuje się degresję 
aktywności podziałowej komórek warstwy podstawnej naskórka, wskutek czego dochodzi  
do spłaszczenia i horyzontalnego (spoczynkowego) ułożenia komórek s. basale. Ponadto, 
obserwuje się również atrofię warstwy kolczystej oraz ziarnistej naskórka, co powoduje 
stopniowe zmniejszanie jego grubości. Na skutek tych procesów następuje spłaszczenie 
granicy pomiędzy naskórkiem a skórą właściwą (rys. 5). Procesowi starzenia się skóry 
towarzyszy również słabnięcie adhezji naskórka i skóry właściwej, co prowadzi do ograniczenia 
powierzchni ich kontaktu, pogorszenia ukrwienia warstwy podstawnej naskórka, a w efekcie  
- zmniejszenia i ograniczenia wymiany metabolicznej oraz substancji odżywczych między tymi 
warstwami [94,95].  

Teoria membranowa
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Rys. 5. Obraz histologiczny naskórka oraz skóry właściwej u młodej (A) oraz starszej (B) osoby 
(zaadaptowano z [96]).  

Zmiany histologiczne związane z procesem starzenia się organizmu dotyczą także skóry 
właściwej. Stopniowy spadek zawartości włókien kolagenowych typu I, III oraz V prowadzi  
do zmian w sieciowaniu nowo powstałych włókien podporowych, które ulegają twardnieniu  
i delokalizacji [97]. Wraz z wiekiem dochodzi do redukcji zawartości lipidów w cemencie 
międzykomórkowym oraz obniżenia aktywności gruczołów łojowych, co prowadzi  
do pogłębiającej się suchości skóry i powstawania zmarszczek. Spadek nawilżenia naskórka  
i skóry właściwej jest wynikiem osłabienia bariery lipidowej naskórka i nadmiernej, 
transepidermalnej utraty wody [98]. 

Naskórek
Naskórek

A B50 μm 50 μm
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4. Emulsje kosmetyczne 

Jak już wspomniano, skóra człowieka jest narażona na działanie wielu czynników zewnętrznych, 
mogących przyspieszać procesy jej starzenia. W celu zachowania jak najlepszej kondycji skóry 
stosuje się formulacje kosmetyczne zawierające różne substancje aktywne. Większość preparatów 
pielęgnacyjnych dostępnych na rynku to różnego typu emulsje. 

4.1. Definicja i klasyfikacja emulsji 

Emulsję definiuje się jako układ dwóch niemieszających się cieczy, spośród których jedna 
ma charakter hydrofilowy (tzw. faza wodna emulsji), a druga - charakter hydrofobowy (tzw. faza 
olejowa emulsji) [99]. Emulsja to rodzaj układu dyspersyjnego, w którym cząstki fazy 
wewnętrznej (stanowiącej mniejszość układu) ulegają rozproszeniu w fazie zewnętrznej 
(stanowiącej większość układu) na skutek mieszania obu faz. Faza wewnętrzna emulsji 
nazywana jest także fazą zdyspergowaną lub rozproszoną, natomiast faza zewnętrzna - fazą 
dyspergującą lub rozpraszającą [100].  

Ze względu na układ faz emulsje można podzielić w następujący sposób: 

 emulsja typu olej w wodzie (o/w) - układ,  
w którym cząstki fazy olejowej stanowią mniejszość  
i są rozproszone w zewnętrznej fazie wodnej. Emulsja 
o/w może być bazą kosmetyczną do produkcji lekkich 
kremów nawilżających, maseczek oraz szamponów 
(zawartość fazy tłuszczowej < 30% w/w całości), jak 
również cold kremów, mleczek i odżywek do włosów 
(zawartość fazy tłuszczowej > 30% w/w całości)  
(rys. 6), 

 emulsja typu woda w oleju (w/o) - układ,  
w którym cząstki fazy wodnej stanowią mniejszość  
i są rozproszone w zewnętrznej fazie olejowej. Tego 
typu formulacja może stanowić bazę kosmetyczną  
do produkcji kremów tłustych oraz mleczek  
do demakijażu (zawartość fazy tłuszczowej 20 do 40 
% w/w całości) (rys. 7), 
 
 
 emulsja wielofazowa - nazywana również emulsją podwójną. To układ dyspersyjny,  
w którym faza zewnętrzna emulsji jest dodatkowo rozproszona w kroplach fazy wewnętrznej 
emulsji. Przykładem emulsji podwójnej jest emulsja o/w/o, w której cząstki oleju rozproszone  
w fazie wodnej tworzą kroplę, które są dodatkowo rozproszone w zewnętrznej fazie olejowej.  
Do emulsji wielofazowych zalicza się również emulsję w/o/w (faza wodna rozproszona w oleju, 
zdyspergowanego dodatkowo w wodzie (rys. 8). Zaletą takich układów jest możliwość ochrony 
nietrwałych substancji aktywnych w rdzeniu cząstek fazy rozproszonej emulsji [99,100,101].  

 

Rys. 7. Schemat emulsji typu w/o.  

Rys. 6. Schemat emulsji typu o/w.  
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Rys. 8. Emulsja wielofazowa typu w/o/w (A) oraz o/w/o (B).  

Ze względu na rozmiar cząstek fazy wewnętrznej emulsje można podzielić w następujący 
sposób: 

 mikroemulsje - układy, w których rozmiar cząstek fazy zdyspergowanej emulsji mieści się 
w zakresie 10-100 nm, 

 nanoemulsje - układy, w których rozmiar cząstek fazy zdyspergowanej emulsji mieści się  
w zakresie 20-500 nm,  

 makroemulsje - układy, w których rozmiar cząstek fazy zdyspergowanej emulsji mieści się 
w zakresie 1-100 μm [102]. 

4.2. Rodzaje i przyczyny niestabilności emulsji 

Ze względu na trwałość fizyczną, emulsje mogą tworzyć układy stabilne termodynamicznie 
lub kinetycznie. Emulsje trwałe termodynamicznie charakteryzują się dobrą dyspersją fazy 
wewnętrznej i tworzą układ o możliwie najniższej energii swobodnej (mikroemulsje). 
Przeciwnie, emulsje trwałe kinetycznie charakteryzują się występowaniem cząstek fazy 
wewnętrznej o nieco większych rozmiarach (makroemulsje), w związku z czym nie tworzą 
układu o możliwie najniższej energii swobodnej. Trwałość kinetyczna nie jest jednoznaczna z 
trwałością termodynamiczną, w związku z czym emulsje trwałe kinetycznie z czasem ulegają 
procesom destabilizacji [103]. 

Rodzaje niestabilności emulsji można klasyfikować ze względu na mechanizmy 
fizykochemiczne; wówczas należy wyróżnić niestabilność odwracalną i nieodwracalną. 
Niestabilność odwracalna jest definiowana jako szereg niekorzystnych zmian zachodzących  
w układzie, które można cofnąć poprzez wymieszanie i homogenizację układu. Do zjawisk 
powodujących tego typu niestabilność zalicza się śmietanowanie oraz sedymentację. W teorii 
flokulacja jest uznawana za odwracalne zjawisko destabilizacji emulsji. W praktyce natomiast 
bardzo często dochodzi do agregacji fazy rozproszonej emulsji w większe krople, czyli  
do koalescencji - zjawiska powodującego niestabilność nieodwracalną emulsji oraz 
prowadzącego do tzw. złamania emulsji. Flokulacja jest więc uznawana za zjawisko częściowo 
odwracalne. Niestabilność nieodwracalna stanowi szereg niekorzystnych zmian zachodzących 
w układzie, których nie można cofnąć poprzez wymieszanie i homogenizację układu. W tabeli 1 
przedstawiono schematy oraz definicje procesów destabilizacji emulsji [101,104]. 

  

A                               B

Faza wodna

Faza olejowa

Faza wodna

Faza olejowa
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Tabela 1. Klasyfikacja, definicje oraz schematy procesów destabilizacji emulsji [101,104]. 

NIESTABILNOŚĆ EMULSJI 

Związana z migracją  
cząstek fazy wewnętrznej () emulsji 

Związana ze zmianą rozmiaru cząstek 
fazy wewnętrznej () emulsji 

Odwracalna Częściowo odwracalna 

Śmietanowanie emulsji Flokulacja emulsji 

 

Polega na gromadzeniu się cząstek fazy 
wewnętrznej emulsji o niezmienionych 
rozmiarach na górze naczynia, w którym 
znajduje się emulsja. Jest wynikiem 
przemieszczania się drobin fazy 

zdyspergowanej o mniejszej gęstości  
w kierunku powierzchni, dlatego może 

zachodzić częściej w emulsjach typu o/w. 

 

Polega na agregacji cząstek fazy 
zdyspergowanej w większe skupiska,  

bez ich zlewania się w większe krople oraz 
znacznej migracji cząstek w naczyniu 

wypełnionym emulsją. Jest wynikiem ruchu 
cząstek fazy wewnętrznej ku sobie  

na skutek oddziaływań Van der Waalsa. 

Odwracalna Nieodwracalna 

Sedymentacja emulsji Koalescencja emulsji 

 

Polega na gromadzeniu się cząstek fazy 
wewnętrznej emulsji o niezmienionych 
rozmiarach na dnie naczynia, w którym 
znajduje się emulsja. Jest wynikiem 
oddziaływania grawitacji ziemskiej na 
drobiny fazy zdyspergowanej i może 

zachodzić we wszystkich rodzajach emulsji. 

 

Polega na agregacji cząstek fazy 
zdyspergowanej w większe skupiska,  
bez ich znacznej migracji w naczyniu 
wypełnionym emulsją. Zagregowane 
cząstki zlewają się w większe krople,  

co prowadzi do całkowitego rozdziału faz 
emulsji (złamania emulsji). Jest wynikiem 

oddziaływań van der Waalsa oraz 
zjawiska Ostwalda. 

Destabilizacja emulsji w czasie jest złożonym procesem, który zależy od wielu czynników, 
m.in. temperatury przechowywania oraz kompozycji formulacji, jak również stopnia 
homogenizacji układu. Należy podkreślić, że połączenie dwóch, niemieszających się faz  
w jednorodną całość jest możliwe dzięki emulgatorowi. Jest to substancja o charakterze 
amfifilowym (posiada jednocześnie część hydrofobową i hydrofilową), dzięki czemu wykazuje 
powinowactwo zarówno do hydrofilowej, jak i hydrofobowej fazy emulsji (rys. 9). Budowa 
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emulgatora umożliwia obniżenie napięcia międzyfazowego wskutek adsorpcji na granicy 
dwóch, niemieszających się faz [105]. 

 

Rys. 9. Schemat adsorpcji cząsteczek emulgatora na granicy fazy hydrofilowej i hydrofobowej. 

Pomimo dodatku emulgatora, większość emulsji tworzy układy niestabilne 
termodynamicznie i ich destabilizacja w czasie jest procesem naturalnym. Najistotniejszy 
wpływ na procesy destabilizacji emulsji mają takie zjawiska fizykochemiczne, jak ruchy 
Browna, oddziaływania van der Waalsa, Ostwaldowskie dojrzewanie emulsji oraz prostoliniowy 
ruch cząstek fazy zdyspergowanej emulsji [101]:  

 ruchy Browna - nieuporządkowany ruch cząstek fazy 
zdyspergowanej zachodzący w wyniku ich zderzeń z cząstkami 
fazy dyspergującej (rys. 10). Ruchy Browna słabną wraz  
ze wzrostem spadku temperatury układu, można je więc 
minimalizować poprzez przechowywanie emulsji w niskich 
temperaturach. Chaotyczne ruchy cząstek fazy rozproszonej 
słabną również ze wzrostem rozmiarów tych cząstek, czyli 
destabilizacją układu [106]. 

 oddziaływania van der Waalsa - oddziaływania 
międzycząsteczkowe wywołujące zjawisko ruchu cząstek fazy 
wewnętrznej emulsji ku sobie. Siły te oddziałują pomiędzy 
elektrycznie obojętnymi cząstkami lub atomami. Oddalenie od 
siebie cząstek fazy wewnętrznej powoduje polaryzację ich 
ładunków elektrycznych, co skutkuje przyciąganiem się cząstek 
(rys. 11). Zbyt mała odległość między tymi cząstkami (emulsja 
niejednorodna, ulegająca destabilizacji), powoduje z kolei 
wzajemne odpychanie cząstek, co prowadzi do flokulacji  
i koalescencji emulsji [107]. 

 ostwaldowskie dojrzewanie emulsji - zjawisko zlewania 
się kropli fazy rozproszonej na skutek różnicy ich rozmiaru, a co 
za tym idzie, energii wewnętrznej. Ostwaldowskie dojrzewanie 
emulsji jest analogiczne do zjawiska koalescencji, jednak 
mechanizm tego zjawiska jest nieco inny. Zjawisko Ostwalda 
powoduje ruch mniejszych cząstek w kierunku większych, nigdy 
odwrotnie (rys. 12) [108]. Migracja cząstek w fazie 
dyspergującej może zachodzić bezpośrednio (migracja samych 
cząstek fazy rozproszonej) bądź też pośrednio (migracja miceli 
złożonej z cząstki fazy rozproszonej oraz kilku cząsteczek 
emulgatora).  

Faza olejowa Faza wodna

Część hydrofobowa

Część hydrofilowa

Faza olejowa

Rys. 10. Schemat ruchów 
Browna. 

Rys. 11. Schemat 
oddziaływań van der Waalsa. 

Rys. 12. Schemat zjawiska 
Ostwalda. 
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Migracja bezpośrednia jest możliwa jedynie wówczas, gdy cząstki fazy wewnętrznej są 
częściowo rozpuszczalne w fazie zewnętrznej [109]. 

 prostoliniowy ruch cząstek fazy zdyspergowanej emulsji - zjawisko dotyczące 
procesów śmietanowania i sedymentacji emulsji. Jest ono opisywane z wykorzystaniem prawa 
Stokesa, określającego siłę oporu, jaką musi pokonać kulista cząstka, aby mogła poruszać  
się w sposób prostoliniowy w ośrodku dyspersyjnym (ciecz lub gaz) z określoną prędkością. 
Prawo Stokesa jest przydatne w analizie niestabilności emulsji jedynie przy założeniu,  
że cząstki fazy rozproszonej mają kształt kulisty [110].  

4.3. Metody stabilizacji emulsji 

Jak już wcześniej wspomniano (paragraf 4.1), emulsja jest układem dwóch, 
niemieszających się cieczy, znacząco różniących się polarnością. W celu zmieszania tych faz 
niezbędne jest użycie emulgatora, którego zadaniem jest obniżenie napięcia 
powierzchniowego na granicy fazy wodnej i olejowej. Należy jednak wspomnieć, że nawet 
najlepiej dobrany emulgator nie jest w stanie obniżyć wartości napięcia międzyfazowego do 
zera, w związku z czym każdy układ emulsyjny będzie wykazywał tendencję do destabilizacji. 
Dyspersja fazy wewnętrznej emulsji na skutek mieszania i homogenizacji układu powoduje 
wzrost jego entropii, która jest miarą nieuporządkowania układu [111]. Jak wiadomo, każdy 
układ w przyrodzie, w tym układ emulsyjny, dąży do uzyskania możliwie najniższej entropii, co 
jest podstawową przyczyną niestabilności emulsji [101].  

Emulsje można stabilizować przez: 

 homogenizację układu i obniżenie temperatury środowiska przechowywania - wzrost 
stabilności emulsji na skutek osłabienia ruchów Browna, sił van der Waalsa, Ostwaldowskiego 
dojrzewania emulsji [112], 

 modyfikację powierzchni międzyfazowej ładunkiem elektrycznym - wzrost stabilności emulsji 
na skutek wprowadzenia ładunku elektrycznego (cząstki emulgatora z grupy anionowych 
środków powierzchniowo czynnych) na powierzchnię kropli fazy wewnętrznej. Ładunek  
ten utrudnia koalescencję i flokulację kropli powodując ich wzajemne odpychanie. Skuteczność 
tej metody zależy od doboru fazy zewnętrznej, bowiem musi ona posiadać zdolność 
przewodzenia ładunku (emulsje typu o/w). Metoda ta jest rzadko stosowana ze względu  
na podwyższone ryzyko rozwarstwiania się faz emulsji na skutek wysokiego stężenia 
elektrolitów w układzie [101]. 

 wzmocnienie powierzchni międzyfazowej emulsji - wzrost stabilności emulsji na skutek 
„wzmocnienia” powierzchni kropli fazy zdyspergowanej za pomocą adsorpcji cząsteczek 
emulgatora, amfifilowych polimerów syntetycznych i naturalnych (białka) oraz proszków 
nierozpuszczalnych w obu fazach emulsji. Średnica cząstek ciał stałych stabilizujących emulsje 
powinna być znacznie mniejsza niż średnica cząstek fazy zdyspergowanej [113,114].  

4.4. Organoleptyczna ocena stabilności emulsji kosmetycznych 

Stabilność preparatów pielęgnacyjnych to jeden z najważniejszych parametrów decydujący 
w dużej mierze o zdatności preparatu do jego użytku zewnętrznego. Najbardziej podstawową 
metodą oceny stabilności produktu kosmetycznego jest badanie organoleptyczne mające  
na celu ocenę jego następujących właściwości: 

 wygląd produktu - gładka, jednolita masa, bez obecności grudek i mechanicznych 
zanieczyszczeń. Obecność fazy wodnej na powierzchni formulacji jest oznaką rozwarstwiania 
się jej faz (złamania emulsji) i świadczy o jej niezdatności do użycia [115]. 

 zapach produktu - przyjemny, analogiczny do zapachu produktu tuż po jego otwarciu [115]. 
Nieprzyjemny zapach kosmetyku wyczuwany przez konsumenta może świadczyć  
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m.in. o jełczeniu fazy tłuszczowej będące wynikiem utleniania kwasów tłuszczowych lub 
hydrolizy wiązań estrowych występujących w lipidach [116]. 

 kolor produktu – emulsja niezawierająca w swoim składzie naturalnych oraz syntetycznych 
substancji barwiących powinna mieć białą lub śmietankową barwę. Wynika to z faktu, że układ 
dyspersyjny, jakim jest emulsja, powoduje równomierne rozpraszanie światła widzialnego. 
Wyjątek stanowią emulsje o rozmiarach cząstek poniżej 100 μm. Światło widzialne  
(390 – 750 nm) jest rozpraszane wyłącznie przez cząstki, których rozmiar przekracza około  
¼ długości wiązki padającego światła. Ze względu na niewielki rozmiar, promieniowanie 
widzialne jest częściowo rozpraszane, a częściowo transmitowane przez cząstki mikro- oraz 
nanoemulsji. W związku z powyższym, układy te są przeźroczyste lub mają mleczną barwę 
[117,118]. Zmiana koloru emulsji w czasie może świadczyć o jej destabilizacji. Żółknięcie 
początkowo białych preparatów jest zwykle spowodowane oksydacją lub termicznym 
rozkładem komponentów, podczas gdy bielenie mikro- oraz nanoemulsji może oznaczać 
powstawanie aglomeratów cząstek fazy rozproszonej [119]. 

 
Obowiązkiem producenta kosmetyków jest wprowadzenie na rynek produktu o przebadanej 

i udokumentowanej stabilności. Należy jednak pamiętać, że w wyniku otwarcia opakowania,  
w którym znajduje się preparat dochodzi do nieuniknionego i postępującego w czasie starzenia 
się produktu. 
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5. Badanie właściwości fizykochemicznych formulacji kosmetycznych 

Producenci preparatów kosmetycznych są prawnie zobligowani do zapewnienia bezpieczeństwa  
i stabilności oferowanego produktu. W chwili obecnej przemysłem kosmetycznym kierują: z ramienia 
Unii Europejskiej - Dyrektywa Rady 76/768/WE z dnia 21 lipca 1976 roku wraz ze wszystkimi 
poprawkami, zaś w Polsce - Ustawa o kosmetykach Dz. U. z 2001 r. Nr 42 poz. 473 [120,121].  
W związku z powyższym przed wprowadzeniem preparatu kosmetycznego na rynek należy zbadać 
jego właściwości fizykochemiczne, czyli określić m.in. pH, lepkości oraz stabilność preparatu. 

5.1. Określanie typu emulsji  

Typ emulsji kosmetycznej zależy przede wszystkim od jej kompozycji i może być 
analizowany za pomocą kilku metod. Jedną z nich jest metoda przewodnictwa elektrycznego 
polegająca na pomiarze zdolności przewodnictwa elektrycznego badanej próbki. Parametr  
ten jest mierzony za pomocą omomierza. Emulsje typu o/w charakteryzują się dobrą 
przewodnością prądu ze względu na obecność fazy wodnej bogatej w elektrolity (pochodzące 
m.in. z dysocjacji emulgatora rozpuszczonego w fazie wodnej emulsji). Emulsje typu w/o 
natomiast charakteryzują się słabą przewodnością prądu [122]. 

Inną, znacznie popularniejszą metodą wykorzystywaną do określenia typu emulsji 
kosmetycznych jest mikroskopia optyczna. Analiza emulsji polega na dodaniu barwnika  
do badanej formulacji, a następnie jej obserwacji pod mikroskopem optycznym. Wybarwieniu 
ulega faza rozpuszczająca dany barwnik. Do wybarwienia fazy wodnej wykorzystuje  
się barwniki o charakterze hydrofilowym, np. oranż metylowy (rys. 13), natomiast fazę 
tłuszczową wybarwia się najczęściej lipofilowym barwnikiem Sudan IV [100]. 

 
 

Rys. 13. Schemat obrazu mikroskopowego emulsji zabarwionej rozpuszczalnym w wodzie 
oranżem metylowym.  

5.2. Badanie wartości pH  

Wartość pH zdrowej skóry waha się w granicach 5,5-6 [123]. Lekko kwasowe środowisko 
skóry chroni ją przed nadmiernym namnażaniem i rozwojem chorobotwórczych patogenów. 
Wartość pH preparatów kosmetycznych jest bardzo istotnym parametrem, ponieważ ma wpływ 
na bezpieczeństwo stosowania kosmetyku na skórę. Stosowanie preparatów o zbyt niskim lub 
zbyt wysokim odczynie pH może powodować uszkodzenia naturalnej bariery ochronnej 
naskórka oraz podrażnienie skóry. Ponadto, preparaty alkalizujące powierzchnię naskórka  
(np. mydła) powodują uszkodzenie naturalnej mikroflory bakteryjnej naskórka, tym samym 
zwiększając ryzyko chorób skóry wywołanych przez wzmożone namnażanie  
się drobnoustrojów chorobotwórczych. W nawiązaniu do źródeł literaturowych [124], bakteria 
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Propionibacterium acnes (będąca głównym czynnikiem etiologicznym trądziku młodzieńczego) 
jest naturalnym składnikiem mikroflory skóry człowieka. Wzrost pH na powierzchni skóry 
stymuluje namnażanie się komórek bakteryjnych P. acnes powodując powstawanie 
niepożądanych zmian skórnych [125].  

5.3. Badanie lepkości 

Lepkość substancji jest definiowana jako właściwość substancji płynnych oraz plastycznych 
ciał stałych charakteryzująca ich tarcie wewnętrzne, będące skutkiem przesuwania się 
względem siebie warstw płynu podczas przepływu. Lepkości nie należy mylić natomiast  
z oporem przeciw płynięciu powstającym na granicy płynu i ścianek naczynia. Lepkość  
to bardzo istotny parametr formulacji kosmetycznych i farmaceutycznych, ponieważ to od niej 
zależy smarowność preparatów oraz kinetyka dyfuzji substancji aktywnych z badanej formulacji 
w głąb skóry [126]. Pomiar lepkości wykonuje się z wykorzystaniem wiskozymetrów, zwanych 
również lepkościomierzami. Spośród dostępnych na rynku lepkościomierzy wyróżnia się 
lepkościomierze kapilarne, kulkowe oraz najczęściej stosowane lepkościomierze rotacyjne. 
Ocena lepkości z wykorzystaniem wiskozymetru rotacyjnego polega na pomiarze oporu 
lepkościowego na kręcącym się wrzecionie, umieszczonym w badanym preparacie. Rotacja 
wrzeciona powoduje ścinanie się próbki. Miarą lepkości formulacji jest prędkość obrotowa 
wrzeciona ustalająca się po przyłożeniu określonego momentu obrotowego [127]. 

5.4. Badanie stabilności emulsji 

Stabilność preparatu kosmetycznego to jeden z kluczowych parametrów decydujących  
o możliwości jego wprowadzenia na rynek kosmetyczny. Podstawową metodą oceny 
stabilności formulacji są testy wirówkowe prowadzone bezpośrednio po przygotowaniu  
i po odpowiednim czasie. Złożone metody analizy stabilności kosmetyków wykorzystują m.in. 
zjawisko wielokrotnego rozpraszania światła oraz dyfrakcję laserową. Określenie wpływu 
warunków otoczenia na stabilność preparatów jest możliwa dzięki ich przechowywaniu  
w komorach klimatycznych (zgodnie z [128] oraz [129]). 

5.4.1. Testy wirówkowe  

Jedną z podstawowych metod oceny stabilności produktu kosmetycznego są testy 
wirówkowe wykorzystujące działanie siły odśrodkowej. Badanie polega na umieszczeniu 
fiolki typu Eppendorf wypełnionej analizowanym preparatem w wirówce. Wskutek obrotów 
niestabilne preparaty ulegają rozwarstwieniu na tworzące je fazy. Testy wirówkowe mogą 
być łączone z testami temperaturowymi. W tym celu należy wykorzystać wirówki  
z możliwością regulacji temperatury [130,131].  

5.4.2. Badanie stabilności z wykorzystaniem komór klimatycznych 

Komory klimatyczne (KK) pozwalają na wytworzenie oraz monitorowanie warunków 
otoczenia (temperatura, wilgotność, promieniowanie UV) w ustalonych zakresach  
i w określonej jednostce czasu. Większość KK dostępnych na rynku cechuje szeroki zakres 
temperatury (0-70°C) oraz wilgotności (10-80%). Komory klimatyczne są wykorzystywane 
do badania wpływu wyżej wspomnianych parametrów na stabilność m.in. preparatów 
kosmetycznych. Możliwość regulacji wartości wyżej wspomnianych parametrów umożliwia 
precyzyjną ocenę ich wpływu na procesy starzenia się badanych produktów. 
Przechowywanie preparatu w podwyższonej temperaturze oraz wilgotności powietrza 
umożliwia przeprowadzenie przyspieszonych testów starzenia, znacznie skracających czas 
analizy stabilności. Zależność szybkości starzenia preparatów w wysokiej temperaturze jest 
opisywane prawem Arrheniusa, zgodnie z którym wzrost temperatury o 10°C podwaja 
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szybkość reakcji. Wnioskować można zatem, że stabilność preparatów przechowywanych 
w temperaturze 40°C przez okres 3 miesięcy odpowiada ich stabilności po okresie  
12 miesięcy przechowywania w temperaturze 20°C [132]. Wyposażenie KK w lampy UV 
daje dodatkową możliwość kontrolowanej eskpozycji preparatu na działanie promieni 
ultrafioletowych i umożliwia badanie jego fotodegradacji. Preparaty przechowywane w KK 
mogą być dodatkowo analizowane pod kątem stabilności z wykorzystaniem 
przedstawionych w podrozdziale 5.4.3, zaawansowanych metod analizy instrumentalnej 
[133,134]. 

5.4.3. Badanie stabilności z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania światła  

Do analizy stabilności formulacji kosmetycznych wykorzystuje się także zjawisko 
wielokrotnego rozpraszania światła (ang. multiple light scattering, MLS). Jak już wcześniej 
wspomniano (paragraf 4.1) emulsje mają charakter układów dyspersyjnych, których 
stabilność maleje w czasie wskutek występowania różnorodnych mechanizmów 
fizykochemicznych. Zarówno odwracalne (śmietanowanie, sedymentacja), częściowo 
odwracalne (flokulacja), jak i nieodwracalne (koalescencja) rodzaje niestabilności emulsji 
nie są widoczne dla ludzkiego oka. Wykorzystanie zjawiska MLS umożliwia detekcję 
wszystkich rodzajów niestabilności próbki we wczesnej fazie procesu jej destabilizacji [135].  

Aparatem wykorzystującym zjawisko MLS do analizy stabilności formulacji jest 
Turbiscan Lab Expert (Formulaction SA, L’Union, Francja) (rys. 14). Źródłem światła  
w urządzeniu Turbiscan jest dioda elektroluminescencyjna emitująca światło z zakresu 
bliskiej podczerwieni o długości fali λ 880 nm. Urządzenie to jest również wyposażone  
w dwa zsynchronizowane detektory, które odbierają światło wstecznie rozproszone przez 
próbkę (ang. backscattering, BS), padające pod kątem 45° od wiązki światła emitowanej 
przez źródło, jak również światło przechodzące przez próbkę (ang. transmission, T), 
padające pod kątem 180° od źródła światła (rys. 14). Detekcja promieniowania, które uległo 
transmisji bądź też wstecznemu rozproszeniu, umożliwia identyfikację oraz analizę 
ilościową procesu destabilizacji badanej formulacji. Wybór analizowanego parametru zależy 
od rodzaju badanej próbki. Dla próbek nieprzejrzystych analizowanym parametrem jest 
wsteczne rozpraszanie światła, natomiast stabilność próbek przejrzystych i mętnych jest 
oceniana w oparciu o analizę transmisji światła [136].  

 

Rys. 14. Budowa oraz zasada działania aparatu Turbiscan Lab Expert. 

Turbiscan Lab Expert to urządzenie, które może pracować w trybie skanowania oraz 
trybie jednopozycyjnym. W trybie skanowania głowica optyczna aparatu skanuje całą 
wysokość próbki (do 55 mm) zbierając światło transmisyjne i wstecznie rozproszone  
co 40 µm. Wzorzec stanowi zawiesina kuleczek monodyspersyjnych w oleju silikonowym 
[137,138].  

Źródło światła

Cela pomiarowa z próbką

Detektor T (180 )

Detektor BS (45 )
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5.5. Badanie rozkładu wielkości cząstek formulacji z wykorzystaniem techniki dyfrakcji 
laserowej 

Jak wspomniano w paragrafie 4.2, flokulacja i koalescencja to rodzaje niestabilności 
formulacji związane ze zmianą wielkości cząstek fazy rozproszonej emulsji. Obserwacja zmian 
w rozkładzie wielkości cząstek emulsji (ang. particle size distribution, PSD) w czasie ma więc 
duże znaczenie w detekcji procesów destabilizacji formulacji. Do analizy parametru PSD 
formulacji kosmetycznych wykorzystuje się zjawisko dyfrakcji laserowej (ang. laser diffraction, 
LD) [139].  

Aparatem wykonującym pomiary PSD w oparciu o zjawisko LD jest analizator wielkości 
cząstek Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Wielka Brytania). Aparat ten jest 
zbudowany z jednostki optycznej, w której znajduje się jednoobiektywowy analizator optyczny. 
Źródłem światła w analizatorze optycznym jest laser He-Ne, emitujący wiązkę światła 
czerwonego o długości fali λ 633 nm. Oprócz lasera He-Ne zastosowano także 
półprzewodnikowe źródło światła niebieskiego (λ 466 nm) w celu poszerzenia zakresu 
pomiarowego (od 0,02 do 1000 μm). Wiązka światła emitowanego przez źródło ulega dyfrakcji 
na powierzchni cząstek zgodnie z teorią rozpraszania Mie. Teoria ta opisuje model 
rozpraszania elastycznego pola elektromagnetycznego na powierzchni jednorodnej, kulistej 
cząstki zgodnie z międzynarodową normą dotyczącą dyfrakcji laserowej [140], zwłaszcza, gdy 
mierzone cząstki są mniejsze niż 50 µm. Zgodnie z założeniem tej teorii, każdy rozmiar 
cząstek prezentuje unikatowy, charakterystyczny wzór rozpraszania światła, bowiem kąt 
rozpraszania wiązki promieniowania przez cząstki emulsji jest odwrotnie proporcjonalny do 
rozmiaru tej cząstki (rys. 15). Rozproszone światło jest następnie kierowane w stronę układu 
detektorów [141,142].  

 

Rys. 15. Schemat zależności kąta rozpraszania światła od wielkości cząstek 
(zaadaptowano z [143]). 

Analizator wielkości cząstek Mastersizer 2000 jest wyposażony w przystawkę 
półautomatyczną, która służy do pomiarów wszystkich materiałów o dużej gęstości  
i/lub polidyspersyjnym rozkładzie. Elementem przystawki jest mieszadło, które umożliwia 
dyspergowanie badanej substancji w wybranym rozpuszczalniku. Zintegrowana z mieszadłem 
sonda ultradźwiękowa służy do rozbijania powstałych aglomeratów cząstek. Aparat jest także 
wyposażony w pompę ułatwiającą przepływ zdyspergowanej próbki do układu pomiarowego. 
Mechanizm podnoszący zintegrowane mieszadło, sondę ultradźwiękową oraz głowicę pompy 
ułatwia wymianę cieczy dyspergującej oraz czyszczenie układu (rys. 16).  

Mały kąt rozpraszania światła

Duży kąt rozpraszania światła

Padające światło

Padające światło
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Rys. 16. Analizator wielkości cząstek Mastersizer 2000.  

5.6. Badanie stabilności termicznej z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej 

Stabilność termiczna preparatu kosmetycznego to parametr, który odgrywa istotną rolę przy 
doborze warunków przechowywania gotowych produktów. W celu oceny stabilności termicznej 
kosmetyków wykorzystuje się analizę termograwimetryczną (ang. thermogravimetric analysis, 
TGA). Badana próbka poddana analizie TGA ulega przemianom fizycznym lub chemicznym. 
Analiza TGA polega na ocenie zmiany masy próbki w funkcji temperatury lub w stałej 
temperaturze w funkcji czasu [144]. Zmiany w masie próbki są rejestrowane za pomocą wagi 
termograwimetrycznej (termowagi) [145]. W przypadku formulacji kosmetycznych masa próbki 
ulega zmniejszeniu w trakcie trwania analizy prowadzonej w przepływie powietrza. Jest  
to związane z utratą wody oraz składników lotnych kosmetyku wskutek wzrostu temperatury 
otoczenia próbki. Dalsze przechowywanie próbki w wysokiej temperaturze powoduje spalanie 
pozostałych składników preparatu (m.in. komponentów fazy tłuszczowej), co prowadzi  
do całkowitego spopielenia próbki [146]. Analiza termograwimetryczna może być 
wykorzystywana w przemyśle kosmetycznym do badania wpływu addycji poszczególnych 
składników aktywnych na stabilność termiczną bazy kosmetyku.  

  

Jednostka optyczna Zlewka z badaną substancją 

zdyspergowaną w odpowiednim 

rozpuszczalniku

Pompa, mieszadło i sonda 

ultradźwiękowa

Przystawka dyspergująca do pomiarów 

na mokro

Panel 

sterowania

System doprowadzający/odprowadzający 

badana substancję do/z układu pomiarowego

1) Laser He-Ne, λ=633 nm

2) Półprzewodnikowe źródło światła, 

λ=466 nm
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6. Substancje aktywne stosowane w kosmetyce 

W świetle ustawy z dnia 30 marca 2001 o kosmetykach, "kosmetykiem jest każda substancja 
przeznaczona do zewnętrznego kontaktu z ciałem człowieka: skórą, (…), którego wyłącznym  
lub podstawowym celem jest utrzymanie ich w czystości, pielęgnowanie, ochrona, perfumowanie, 
zmiana wyglądu ciała (…)." [147]. W celu nadania kosmetykowi pożądanego i ukierunkowanego 
działania pielęgnacyjnego do podłoża kosmetycznego (tak zwanej „bazy kosmetycznej”) dodaje się 
wybrane składniki (substancje) aktywne. Kosmetyczne substancje aktywne są definiowane jako 
substancje pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, które wykazują określone działanie  
na fizjologię oraz/lub funkcje skóry [148]. W przemyśle kosmetycznym istnieje wiele związków 
chemicznych, które mogą pełnić rolę aktywnych składników preparatów przeznaczonych  
do pielęgnacji skóry.  

W tabeli 2 przedstawiono klasyfikację substancji aktywnych ze względu na ich działanie 
pielęgnacyjne wraz z przykładami. 

Tabela 2. Klasyfikacja oraz przykłady wybranych kosmetycznych substancji aktywnych. 

DZIAŁANIE PIELĘGNACYJNE PRZYKŁADOWE SUBSTANCJE WYBRANE ŹRÓDŁA LITERATUROWE 

Substancje nawilżające 
kwas hialuronowy  149, 150 

gliceryna  151, 152 

Substancje przeciwzapalne 
pantenol  153, 154 

azulen  155, 156 

Substancje antybakteryjne 
kwas salicylowy  157, 158 

tlenek cynku (II)  159, 160 

Substancje złuszczające 
kwas glikolowy  161, 162 

kwas azelainowy  163, 164 

Substancje rozjaśniające 
przebarwienia 

witamina C  165, 166 

arbutyna  167, 168 

Substancje redukujące 
zmarszczki 

kwas tetrahydrojasmonowy  169, 170 

niskocząsteczkowe peptydy 
(transportujące, sygnałowe, 

rozkurczające) 
 171, 172, 173 

Substancje przeciwutleniające 
witamina E  174, 175 

likopen  176, 177 
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7. Charakterystyka fizykochemiczna substancji aktywnych stosowanych w kosmetyce 

Przed wprowadzeniem substancji aktywnej do preparatu kosmetycznego należy przeprowadzić 
analizę jej stabilności oraz kompatybilności z danym podłożem. W celu oceny stabilności substancji 
czynnych wykorzystuje się m.in. metody chromatograficzne. Ocena kompatybilności składników 
kosmetyku jest z kolei możliwa m.in. dzięki skaningowej kalorymetrii różnicowej. Większość 
kosmetycznych substancji aktywnych stanowią związki organiczne, do analizy których wykorzystuje 
się również metody spektroskopowe. Poniżej przedstawiono wybrane metody analityczne 
stosowane w analityce chemicznej preparatów kosmetycznych. 

7.1. Analiza struktury związku z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni 

W celu analizy struktury badanych substancji aktywnych wykorzystuje się spektroskopię  
w średniej podczerwieni (ang. mid infrared, MIR) oraz spektroskopię w bliskiej podczerwieni 
(ang. near infrared, NIR). Analiza związków z wykorzystaniem promieniowania podczerwonego 
bazuje na zjawisku jego absorpcji przez oscylujące cząsteczki i pozwala na identyfikację 
charakterystycznych grup funkcyjnych cząsteczek, jak i ich oddziaływania z otoczeniem [178]. 
Istnieje kilka różnic pomiędzy spektroskopią MIR oraz NIR. Pierwszą z nich jest zakres widma. 
Analiza NIR wykorzystuje promieniowanie w zakresie 10000-4000 cm-1, podczas gdy analiza 
MIR - promieniowanie w zakresie 4000-650 cm-1. Ponadto, spektroskopia w zakresie NIR 
dostarcza informacji na temat właściwości fizykochemicznych oraz stanu fizycznego badanej 
próbki, natomiast spektroskopia w zakresie MIR jest wykorzystywana do analizy 
charakterystycznych grup funkcyjnych analizowanego związku (tzw. analiza tożsamościowa) 
[179,180]. W związku z powyższym, spektroskopia NIR może być wykorzystywana  
w przemyśle kosmetycznym oraz farmaceutycznym do analizy homogeniczności oraz wielkości 
cząstek formulacji, jak również oznaczania poziomu zawartości wody w próbce [181].  

W analizie produktów kosmetycznych oraz farmaceutycznych najczęściej wykorzystywaną 
metodą jest spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (ang. Fourier-transform 
infrared, FTIR). W porównaniu z tradycyjną spektroskopią w podczerwieni, w metodzie 
fourierowskiej nie wykorzystuje się monochromatora pozwalającego na wybór określonej 
długość fali. Spektroskopia FTIR polega na prześwietleniu próbki wiązką promieniowania  
z całego badanego zakresu podczerwieni. Po przejściu tej wiązki przez próbkę następuje jej 
interferencja z wiązką pochodzącą z tego samego źródła, która wcześniej nie przeszła przez 
próbkę. Dzięki analizie fourierowskiej otrzymana zależność natężenia promieniowania  
od różnicy dróg optycznych wiązek promieniowania (widmo interferencyjne) zostaje 
przekształcona cyfrowo z zastosowaniem transformację Fouriera w widmo prezentujące 
zależności natężenia promieniowania od długości fali [182].  

7.2. Potwierdzenie teoretycznej masy cząsteczkowej związku za pomocą spektrometrii mas 
ESI-MS 

W celu potwierdzenia teoretycznej masy cząsteczkowej analizowanych związków 
wykorzystuje się spektrometrię mas (ang. mass spectrometry, MS). W zależności od rodzaju 
badanego związku stosuje się różne metody jonizacji próbki. Jedną z nich jest jonizacja przez 
elektrozrozpylanie (ang. electrospray ionization, ESI) polegająca na rozpylaniu roztworu 
badanej substancji z igły, do której przyłożono wysokie napięcie (zazwyczaj rzędu 1-5 kV).  
ESI zwykle nie powoduje fragmentacji badanych cząsteczek, w związku z czym jest często 
stosowana w badaniach biomolekuł [183,184]. Jonizację próbki przeprowadza się w komorze 
jonizacyjnej spektrometru mas. Podstawą spektrometrii mas jest pomiar stosunku masy  
do ładunku elektrycznego (m/z) danego jonu pseudomolekularnego lub molekularnego.  
Jon pseudomolekularny powstaje w wyniku przyłączenia prostego jonu (najczęściej H+, K+, 
Na+) do cząsteczki analizowanego związku, bądź też jej deprotonowania. Jon molekularny 
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natomiast powstaje w wyniku oderwania (rzadziej przyłączenia) elektronu, a jego masa jest 
równa masie badanego związku [185].  

7.3. Potwierdzenie teoretycznej struktury związku za pomocą spektroskopii NMR 

W celu potwierdzenia teoretycznej struktury związku wykorzystuje się spektroskopię 
magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic resonance, NMR). Zjawisko 
magnetycznego rezonansu jądrowego jest oparte na oddziaływaniu pomiędzy zewnętrznym 
polem magnetycznym a dipolem magnetycznym jądra. Spektrometry NMR są wyposażone  
w nadprzewodzące magnesy o określonej wartości pola magnetycznego (wytwarzające tzw. 
„zewnętrzne pole magnetyczne”). Metoda analizy związków z wykorzystaniem spektroskopii 
NMR polega na wzbudzaniu spinów jądrowych znajdujących się w zewnętrznym polu 
magnetycznym wskutek szybkich zmian pola magnetycznego. Na skutek powrotu układu 
spinów jądrowych do stanu równowagi termodynamicznej (relaksacji) powstaje promieniowanie 
elektromagnetyczne, które jest następnie rejestrowane przez detektor [186,187]. 

7.4. Badanie zdolności antyoksydacyjnej związku przy użyciu syntetycznego rodnika DPPH•  

Reaktywne formy tlenu odgrywają istotną rolę w metabolizmie i starzeniu się organizmów 
żywych. Skóra to organ ludzki, który jest najbardziej narażony na oddziaływanie ROS 
(podrozdział 3.1.2). W związku z powyższym preparaty kosmetyczne aplikowane na skórę 
powinny zawierać w swoim składzie substancje aktywne o działaniu przeciwrodnikowym [188]. 
Istnieje wiele metod umożliwiających ocenę aktywności antyoksydacyjnej związków 
chemicznych. Ze względu na mechanizm reakcji pomiędzy oksydantem oraz antyoksydantem 
wyróżnia się metodę HAT (ang. hydrogen atom transfer) oraz metodę SET (ang. single 
electron transfer). Mechanizm reakcji w metodzie HAT polega na transferze pojedynczego 
atomu wodoru, natomiast w metodzie SET - na transferze pojedynczego elektronu pomiędzy 
reagentami [189]. Analiza aktywności antyoksydacyjnej związku metodą SET polega na 
pomiarze zmian wartości absorbancji roztworu oksydanta wskutek redukcji jego cząsteczki 
elektronami pochodzącymi z cząsteczki antyoksydanta. Zmiana wartości absorbancji roztworu 
utleniacza w funkcji stężenia przeciwutleniacza w próbce ma charakter liniowy [190].  

Jedną z częściej wykorzystywanych metod SET jest tzw. „metoda rodnika DPPH. Metoda 
ta wykorzystuje rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH) posiadający niesparowany 
elektron na powłoce walencyjnej jednego z atomów azotu tworzących mostek azotowy. 

Oznaczanie metodą rodnika DPPH (rys. 17A) polega na jego reakcji z badaną substancją, 
wskutek czego powstaje zredukowana forma rodnikowa (rys. 17B). Jako skutek wygaszania 
rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu przez substancje wykazujące zdolności 
antyoksydacyjne, obserwuje się stopniowe zanikanie fioletowej barwy alkoholowego roztworu 

DPPH. Potencjał antyoksydacyjny substancji w oparciu o metodę z wykorzystaniem rodnika 
DPPH może więc zostać oznaczony ilościowo z wykorzystaniem spektrofotometrii w całym 
zakresie światła widzialnego oraz bliskim nadfiolecie (ang. ultraviolet-visible, UV-Vis) [191,192].  

NO2
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Rys. 17. Wolny rodnik DPPH (A) oraz jego zredukowana forma (B). 
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7.5. Badanie kompatybilności komponentów formulacji z wykorzystaniem skaningowej 
kalorymetrii różnicowej 

Kompatybilność komponentów formulacji kosmetycznych jest kluczowym parametrem 
podczas ustalania ich składu. Krystaliczna substancja aktywna (SA), będąca komponentem 
określonej formulacji, powinna cechować się dobrą rozpuszczalnością w określonej fazie.  
W przypadku emulsji lipofilową SA należy dodawać do fazy tłuszczowej, natomiast substancje 
o charakterze hydrofilowym - do fazy wodnej emulsji przed zmieszaniem obu jej faz. Większość 
emulsji kosmetycznych jest przygotowywana poprzez ogrzanie obu faz do wysokiej 
temperatury (70±5 °C), a następnie ich zmieszanie. Ogrzewanie fazy emulsji po dodaniu  
do niej substancji aktywnej może być stosowane jedynie dla stabilnych termicznie związków. 
Natomiast termolabilną SA dodaje się do gotowej, niegorącej formulacji kosmetycznej,  
w związku z czym powinna się ona cechować dobrą rozpuszczalnością w przygotowanym 
podłożu kosmetycznym [101]. Dla podłoża w postaci żelu, krystaliczna substancja aktywna 
powinna być dobrze rozpuszczalna w rozpuszczalniku wykorzystywanym do produkcji bazy, 
bądź też, jak w przypadku termolabilnej SA, w gotowym podłożu kosmetycznym [193].  

W celu określenia kompatybilności substancji aktywnych z bazami formulacji 
kosmetycznych wykorzystuje się metodę skaningowej kalorymetrii różnicowej (ang. differential 
scanning calorimetry, DSC). Jest to rodzaj analizy termicznej polegający na pomiarze 
temperatury oraz ciepła przepływu związanych z przemianami termicznymi w badanym 
materiale [194]. Skaningowa kalorymetria różnicowa jest wykorzystywana do badania 
charakterystycznych temperatur (topnienia, krystalizacji, przejścia polimorficznego, procesu 
zeszklenia) oraz wartości energetycznych (entalpie) przemian fazowych, procesów topnienia i 
krystalizacji badanej próbki zgodnie z międzynarodowym standardem pomiarowym [195]. 
Metoda DSC może być także wykorzystywana zarówno do badania czystości chemicznej 
substancji krystalicznych, jak również do badania kompatybilności tych substancji z 
określonymi formulacjami [196].  

7.6. Oznaczanie substancji aktywnych w preparatach kosmetycznych za pomocą 
wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

Stabilność substancji aktywnych będących komponentami formulacji stanowi istotny aspekt 
oceny efektywności działania preparatu kosmetycznego. W celu oznaczania ilościowego oraz 
jakościowego substancji aktywnych preparatów kosmetycznych wykorzystuje się 
wysokosprawną chromatografię cieczową (ang. high-performance liquid chromatography, 
HPLC) [197]. Jest to metoda analityczna wykorzystująca różnice w powinowactwie składników 
rozdzielanej mieszaniny do fazy stacjonarnej (wypełnienia kolumny) oraz fazy ruchomej 
(eluentu). HPLC różni się od zwykłej chromatografii cieczowej ciśnieniem (nawet powyżej  
100 mPa), pod jakim podawany jest eluent na kolumny. Wysokie ciśnienie w układzie wynika 
między innymi z kapilar o wąskim przekroju, będących elementem składowym pompy [198].  
W literaturze istnieje wiele doniesień na temat wykorzystania HPLC w analizie ilościowej oraz 
jakościowej kosmetycznych substancji aktywnych (tabela 3).  

Tabela 3. Przykłady oznaczania wybranych kosmetycznych substancji aktywnych metodą 
HPLC. 

PRZYKŁADOWA SUBSTANCJA AKTYWNA WYBRANE ŹRÓDŁA LITERATUROWE 

witamina C 199, 200 

witamina E 199, 132 

likopen 201, 202 

kwas glikolowy 203, 204 

pantenol 205, 206 
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7.7. Teoretyczne oszacowanie bezpieczeństwa aplikacyjnego substancji aktywnej 

Przed przystąpieniem do testów na żywym organizmie należy oszacować potencjalne 
szkodliwe działanie badanych związków na skórę. W tym celu wykorzystuje się aplikację 
Toxtree (ang. Toxtree - Toxic Hazard Estimation by decision tree approach), która w oparciu  
o wzór strukturalny związku może oszacować jego potencjalne działanie toksyczne lub 
korozyjne względem ludzkich tkanek. Analiza z wykorzystaniem Toxtree bazuje na koncepcji 
tzw. progu zagrożenia toksykologicznego (ang. threshold of toxicological concern, TTC), 
mającej na celu określenie poziomu bezpieczeństwa ekspozycji ludzkich tkanek na określoną 
substancję chemiczną [207]. Wykorzystanie aplikacji Toxtree do szacowania bezpieczeństwa 
aplikacji substancji chemicznych jest rekomendowane przez Europejskie Biuro Chemiczne 
(ang. European Chemicals Bureau, ECB) [208]. 
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8. Badanie przenikania substancji aktywnych przez bariery imitujące skórę in vitro 

Efektywność działania formulacji kosmetycznych zależy m.in. od zdolności penetracji  
do głębszych warstw naskórka poszczególnych składników aktywnych. Teoretyczna ocena 
przenikania składników czynnych jest możliwa dzięki badaniu ich uwalniania z formulacji 
kosmetycznych (ang. in vitro release test, IVRT) wskutek dyfuzji cząstek substancji aktywnej przez 
bariery imitujące naskórek ludzki. W tabeli 4 przedstawiono przykłady substancji aktywnych, których 
uwalnianie z preparatów aplikowanych na skórę zostało zbadane z wykorzystaniem IVRT. 

Tabela. 4. Wybrane substancje aktywne, których uwalnianie z preparatów stosowanych na skórę 
zostało zbadane z wykorzystaniem IVRT. 

PRZYKŁADOWA SUBSTANCJA AKTYWNA WYBRANE ŹRÓDŁA LITERATUROWE 

arbutyna  209 

kwas salicylowy  210 

witamina C  211 

witamina E  212 

likopen  213 

izotretynoina1  214 

tetrapeptyd GEKG2  215 

kwas tetrahydrojasmonowy  170 

 

8.1. Aparatury wykorzystywane do badania uwalniania substancji aktywnych in vitro 

Wybór aparatury do badania uwalniania substancji czynnych in vitro jest zależny od rodzaju 
formy aplikacyjnej tejże substancji. Dla półstałych form aplikacyjnych (np. maści, kremów, żeli) 
podstawowym aparatem wykorzystywanym do badań uwalniania substancji jest dyfuzyjna 
komora statyczna (komora Franza) [216]. W badaniach uwalniania in vitro wykorzystywane są 
również aparaty przepływowe oraz łopatkowe. Należy wspomnieć, że każdy element 
wykorzystywanej aparatury mający bezpośredni kontakt z badaną formulacją oraz płynem 
akceptorowym, powinien być bierny chemicznie [217]. 

 Komora dyfuzyjna Franza - aparat zbudowany łaźni wodnej (mającej na celu utrzymanie 
stałej temperatury układu podczas trwania analizy), jak również komory z mieszadłem 
magnetycznym, wypełnionej płynem akceptorowym (rys. 18). W trakcie badania płyn 
akceptorowy jest pobierany do analizy w określonych interwałach czasowych [218]. Badany 
preparat należy umieścić w górnej części membrany, przez którą zachodzi dyfuzja składników 
aktywnych do płynu akceptorowego. Membrany dializacyjne stosowane do badan  
z wykorzystaniem komory Franza mogą zostać zastąpione przez odpowiednio spreparowane 
wycinki ludzkiej skóry, co pozwala uzyskać lepszą imitację warunków in vivo [216].  

                                                 
1 Stereoizomer kwasu all-trans-retinowego (tretytoiny), stosowany w leczeniu różnych postaci trądziku 
2 Peptyd o działaniu spłycającym zmarszczki 
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Rys. 18. Schemat komory dyfuzyjnej Franza (zaadoptowano z [219]). 

 Aparat przepływowy - aparat zbudowany z komory przepływowej (umieszczonej w łaźni 
wodnej), pompy oraz zbiornika zawierającego płyn akceptorowy. Po wypełnieniu zbiornika  
na próbkę badaną formulacją, całość należy zabezpieczyć membraną oraz nakrętką,  
a następnie umieścić w komorze przepływowej. Na dnie komory znajdują się szklane kulki  
o średnicy 1 mm, zapewniające laminarny przepływ pompowanego płynu akceptorowego. 
Roztwór zawierający uwolnioną substancję jest pobierany z komory przepływowej  
do osobnego zbiornika w celu analizy ilościowej. Aparat przepływowy jest rekomendowany  
do analizy produktów oraz substancji słabo rozpuszczalnych w wybranym płynie akceptorowym 
[220,221]. 

 Aparat łopatkowy z dyskiem nośnym - aparat zbudowany z naczynia szklanego, łopatki 
oraz dysku nośnego wykonanego ze stali nierdzewnej (rys. 19). Dysk nośny, do wnętrza 
którego wprowadza się badaną formulację, należy umieścić na dnie naczynia wypełnionego 
płynem akceptorowym. Wskutek ruchu obrotowego łopatki (50 obrotów na minutę), 
umieszczonej 2,5 cm nad powierzchnią dysku, następuje mieszanie płynu akceptorowego. 
Aparat łopatkowy z dyskiem nośnym jest polecany do badania uwalniania substancji czynnej  
z preparatów słabo rozpuszczalnych lub nierozpuszczalnych w wybranym płynie 
akceptorowym, w związku z czym zastosowanie membran dializacyjnych nie jest konieczne 
[222,223]. 

 
 

Rys. 19. Schemat aparatu łopatkowego z dyskiem nośnym (zaadoptowano z [224]). 
 

 Aparat łopatkowy z komorą ekstrakcyjną (typu VanKel) - aparat zbudowany z ośmiu 
szklanych naczyń, mieszadeł łopatkowych oraz teflonowych komór ekstrakcyjnych.  
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Próbki do analizy przygotowuje się poprzez wypełnienie komór ekstrakcyjnych badanym 
preparatem, zabezpieczenie preparatu membraną dializacyjną, pierścieniem typu O-ring oraz 
nakrętką. Następnie należy umieścić komorę ekstrakcyjną na dnie naczynia wypełnionego 
roztworem akceptorowym oraz uruchomić mieszadła obrotowe umieszczone nad powierzchnią 
próbki. Standardowy aparat łopatkowy połączony z jest ze spektrofotometrem UV-Vis 
[225,226].  

 Pionowa komora dyfuzyjna VDC - komora wykonana z plekisglasu powstała w wyniku 
modyfikacji aparatu dyfuzyjnego Franza. Pionowa komora dyfuzyjna jest zbudowana  
ze zbiornika z płynem akceptorowym, zbiornika z próbką oraz szklanego mieszadła.  
W przeciwieństwie do komory Franza badany preparat należy umieścić pod membraną 
dializacyjną [227,228]. 

 Komora z wirującym cylindrem - komora dyfuzyjna wyposażona w rotujący cylinder 
wykonany ze stali nierdzewnej. Po wypełnieniu komory płynem akceptorowym należy umieścić 
w niej cylinder zawierający badany preparat. Aparat ten jest polecany do badania formulacji 
nierozpuszczalnych w wybranym płynie akceptorowym, dzięki czemu użycie membrany 
dializacyjnej nie jest konieczne [222]. 

8.1.1. Membrany imitujące bariery skórne 

Uwalnianie substancji aktywnej z badanej formulacji zależy w dużej mierze od grubości  
i porowatości membrany. Membrana oddziela badany preparat od medium i chroni przed 
przedostawaniem się substancji wielkocząsteczkowych do płynu akceptorowego. 
Dodatkowym zadaniem membrany jest utrzymanie formulacji kosmetycznej na miejscu  
w ciągu trwania całego procesu uwalniania. Błona dializacyjna imitująca skórę powinna być 
cienka i wysoce porowata. Powinna być także bierna chemicznie względem badanej emulsji 
oraz płynu akceptorowego [222]. Membrany wykorzystywane w badaniach uwalniania 
substancji aktywnych z formulacji kosmetycznych oraz farmaceutycznych można 
klasyfikować ze względu na materiał, z jakiego zostały wykonane (rys. 20).  

 

Rys. 20. Klasyfikacja oraz przykłady membran wykorzystywanych w IVRT [222,229]. 

 

Najpopularniejsze i najczęściej stosowane są błony utworzone z polimerów naturalnych 
(azotan celulozy, octan celulozy oraz regenerowana celuloza) oraz polimerów 
syntetycznych (polietylen, polichlorek winylu) [222]. W badaniach IVRT wykorzystuje się 
również preparowaną skórę zwierzęcą (świni, królika, szczura) [229,230], jednakże 
syntetyczne membrany cechują się komercyjną dostępnością, jednorodnością oraz 
łatwością użycia. W tabeli 5 przedstawiono przykłady oraz parametry fizykochemiczne 
wybranych membran stosowanych w badaniach uwalniania substancji aktywnych in vitro.  

 

Membrany 
wykorzystywane w 

IVRT
Syntetyczne polimery Polietylen, alkohol poliwinylowy, 

poliwinylopirolidon, poliakrylany, 
polimetylometakrylany

Materiał pochodzenia 
zwierzęcego Preparowana skóra świni, myszy, szczura 

oraz królika

Polimery naturalne

Modyfikowana celuloza, żelatyna, chitozan, 
naturalne woski i gumy

Syntetyczne elastomery
Poliizobutylen, polidimetylosiloksany, nitryl, 

akrylonitryl, polibutadien
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Tabela 5. Przykłady oraz parametry fizykochemiczne wybranych membran stosowanych  
w badaniach uwalniania susbtancji aktywnych in vitro [222, 231, 232, 233]. 

MEMBRANA POLIMER GRUBOŚĆ (μm) WIELKOŚĆ PORÓW (μm) 

Membrany z polimerów naturalnych 

Cuprophan Regenerowana 
celuloza 

7-17 0,45; 0,50 

Visking 0,02-0,12 0,0024 

Octan celulozy Octan celulozy 115-140 0,20 - 5,00 

Azotan celulozy Azotan celulozy 105-140 
0,025; 0,1; 0,2; 0,45; 

0,65; 0,8; 1,0; 1,2; 3,0; 
5,0; 8,0; 12,0 

Membrany z polimerów syntetycznych 

AN 69 Poliakrylonitryl 20-55 0,45 

Biodyne 
Poliamid 

- 0,2; 0,8 

Nylon 50 0,2; 0,45; 0,8; 1,0 

Tuffryn Polisulfon 
152 0,2 

145 0,45 

Nuclepore 
Poliwęglan 7-20 

0,1; 0,2; 0,4; 

Cyclopore 0,01 - 0,10 

Folioxane C6 Silikon - - 

Celgard 3500 Polipropylen 25 0,064 

Silicon Polidimetylosiloksan - - 

 
Najważniejsze parametry fizykochemiczne charakteryzujące membranę to jej grubość, 

wielkość porów oraz graniczna masa molowa (ang. molecular weight cut-off, MWCO), 
określająca najmniejszą masę cząsteczkową substancji zatrzymywanej przez membranę 
przy określonym współczynniku retencji (wynoszącym przeważnie 0,9). Można stwierdzić 
więc, że parametr MWCO wyznacza selektywność membrany [234] (rys 21).  

 

Rys. 21. Schemat selektywności membrany (zaadaptowano z [235]). 

Na rys. 22 przedstawiono obraz mikroskopowy membrany Cuprohpan, potwierdzający 
jej porowatość i homogeniczną strukturę. Wartość parametru MWCO membrany 
Cuprophan wynosi 7-17 kDa. 
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Rys. 22. Obraz membrany Cuprophan uzyskany metodą elektronowej mikroskopii 
skaningowej w 250-krotnym powiększeniu (zaadaptowano z [236]). 

8.1.2. Mechanizm przenikania substancji aktywnej przez naturalne oraz syntetyczne 
membrany 

W przypadku membran porowatych wykorzystywanych w badaniach uwalniania in vitro, 
przenikanie substancji aktywnych z badanego preparatu do roztworu akceptorowego 
zachodzi na drodze dyfuzji, zgodnej z gradientem stężeń oraz selektywnością membrany. 
Zjawisko dyfuzji pojawia się wówczas, gdy badana substancja aktywna oraz płyn 
akceptorowy mają ze sobą kontakt na granicy, którą stanowi półprzepuszczalna membrana 
[237]. W trakcie procesu dyfuzji cząsteczki substancji aktywnej przechodzą przez pory 
membrany z części donorowej (forma aplikacyjna zawierająca badaną substancję)  
do części akceptorowej (płyn akceptorowy) zgodnie z gradientem stężeń, do momentu 
osiągnięcia stanu równowagi stężeń po obu stronach membrany [238]. Współczynnik 
dyfuzji substancji przez półprzepuszczalną membranę może zostać zmierzony  
z wykorzystaniem metod kinetycznych pod warunkiem, że stężenia tejże substancji  
w części donorowej i akceptorowej są znane.  

Pierwsze i drugie prawo Ficka może być wykorzystywane do określenia współczynnika 
dyfuzji pod warunkiem, że w układzie, w którym zachodzi dyfuzja, membrana stanowi 
czynnik kontrolujący szybkość dyfuzji substancji czynnej [222]. Według pierwszego prawa 
Ficka dyfuzja cząsteczek jest definiowana jako transfer materii (masy) przez jednostkowy 
przekrój bariery (membrany) w jednostce czasu i jest określana jako strumień dyfuzji 
cząstek [239]. Pierwsze prawo Ficka jest wyrażane równaniem (2):  

 

J  0,5
dM

Sdt
 ,   (2) 

gdzie: 

J - strumień dyfuzji cząstek (g/cm2 × s), 
dM - zmiana masy (g), 
S - jednostkowy przekrój bariery (cm2), 
dt - jednostka czasu, w której zachodzi proces (s). 
Istnieje bezpośrednia zależność pomiędzy strumieniem dyfuzji a gradientem stężeń, 
wyrażona za pomocą równania (3): 

J  -D
dC

dx
 ,  (3) 

gdzie: 

D - współczynnik dyfuzji substancji aktywnej (cm2/s), 
dC -  zmiana stężenia dyfundującej substancji, 
dx – jednostka odległości, na jaką zachodzi dyfuzja (cm). 
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Z kolei drugie prawo Ficka, zwane także równaniem dyfuzji, określa szybkość zmian 
stężenia w dowolnym punkcie układu przestrzennego (xyz). Prawo to zakłada, że zmiana 
stężenia substancji aktywnej w dowolnym punkcie układu i w danej jednostce czasu jest 
proporcjonalne do zmiany gradientu stężeń w tejże jednostce czasu [240].  

Drugie prawo Ficka jest wyrażane równaniem (4):  

dC

dt
  D  

d
2
C

dx
2 +

d
2
C

dy2
+
d
2
C

dz
2 ,  (4) 

gdzie: 

x, y, z - osie opisujące przestrzenny układ współrzędnych. 

8.1.3. Czynniki wpływające na przenikanie substancji aktywnej przez membrany 

Jak już wspomniano rozmiar cząsteczki substancji aktywnej oraz porów membrany 
stanowi czynnik determinujący przenikanie tejże cząsteczki przez bariery imitujące 
naskórek. Ponadto, permeacja transmembranowa substancji aktywnej zależy także od 
różnicy jej stężeń w części donorowej oraz akceptorowej [241].  

8.1.4. Płyn akceptorowy 

Płyn akceptorowy, zwany również medium, to ciecz do której następuje 
transmembranowa dyfuzja substancji aktywnej z badanej formulacji. Przy doborze płynu 
akceptorowego należy kierować się miarą jego podobieństwa do warunków fizjologicznych 
(temperatura, wartość pH) skóry. Należy pamiętać, że wartość pH zdrowej skóry mieści się 
w zakresie 4,5-6,5 [242].  

Temperatura medium do badań uwalniania in vitro zwykle mieści się w zakresie  
32,0-37,0°C. Nie jest zalecane prowadzenie tego typu badań w wyższej temperaturze, 
ponieważ może to negatywnie wpływać na stabilność samej substancji aktywnej, jak  
i formulacji ją zawierającej. Wyjątkiem od tej reguły są badania preparatów przeznaczonych 
do specjalnego użytku (np. kremy oraz maści dopochwowe), których badania in vitro są 
prowadzone w temperaturze 37,0±0,5°C [222]. Chattaraj i Kanfer [243] przeprowadzili 
analizę wpływu temperatury roztworu akceptorowego na uwalnianie acyklowiru z różnych 
form aplikacyjnych in vitro. Wyniki badań dowiodły, że nawet niewielka zmiana temperatury 
medium powoduje znaczące zmiany w uwalnianiu substancji aktywnej. Jak powszechnie 
wiadomo wzrost temperatury powoduje spadek lepkości emulsji oraz maści, co z kolei 
może powodować wzrost ilości uwalnianej substancji aktywnej i otrzymanie 
nieprawidłowych wyników analizy [222,243]. 

Innym ważnym aspektem, który należy rozważyć podczas selekcji medium jest 
rozpuszczalność badanej substancji czynnej. Dla substancji dobrze rozpuszczalnych  
w wodzie stosuje się roztwory wodne, natomiast dla substancji trudno rozpuszczalnych  
w roztworach wodnych należy wybierać roztwory wodno-alkoholowe [222]. 

8.2. Modele kinetyczne uwalniaia substancj aktywnych in vitro 

Uwalnianie substancji aktywnych z kosmetycznych oraz farmaceutycznych podłoży może 
zachodzić zgodnie z określonym modelem kinetycznym. Większość zaprezentowanych  
w literaturze modeli kinetycznych bazuje na prawie dyfuzji Ficka. Do najbardziej powszechnych 
modeli kinetyki uwalniania substancji aktywnej należą modele kinetyki uwalniania zerowego  
i pierwszego rzędu, model Higuchiego oraz model Korsmeyera-Peppasa [244]. 

 
 Model kinetyki uwalniania zerowego rzędu - model kinetyczny, zgodnie z którym 
uwalnianie substancji aktywnej pozostaje na określonym, stałym poziomie w określonej 
jednostce czasu. Wynika to ze stałej wielkości powierzchni, przez którą zachodzi uwalnianie 
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badanej substancji. Model zerowego rzędu bazuje na założeniu, że rozmiar cząsteczki 
uwalnianej substancji jest większy niż rozmiar porów membrany dializacyjnej. Prezentowany 
model kinetyczny może być wykorzystany do teoretycznej oceny uwalniania substancji trudno 
rozpuszczalnych w medium, cechujących się dużym rozmiarem cząstek [244]. Jest  
on wyrażany następującym równaniem (5): 
 

 t  0+Kt, (5) 

gdzie: 
Qt - ilość uwolnionej substancji aktywnej (mg) po czasie t (h), 
Q0 - początkowa ilość substancji czynnej (mg), 
K - stała szybkości uwalniania (mg/h). 
 
 Model kinetyki uwalniania pierwszego rzędu - model kinetyczny, który jest wyrażany 
następującym równaniem (6): 
 

log t log 0-Kt/2,303, (6) 

gdzie: 
Qt - ilość uwolnionej substancji aktywnej (mg) po czasie t (h), 
Q0 - początkowa ilość substancji czynnej (mg), 
K - stała szybkości uwalniania (h-1). 
 
Wyniki uwalniania substancji aktywnej zgodnie z modelem kinetycznym pierwszego rzędu są 
zaprezentowane w postaci krzywej o nachyleniu -K/2,303. Prezentowany model może być 
wykorzystywany do opisu uwalniania substancji aktywnych rozpuszczalnych w wodzie [244].  
 
 Model Higuchiego - model kinetyczny powszechnie stosowany do obliczeń szybkości 
procesu uwalniania substancji aktywnej zgodnie z poniższym równaniem (7): 
 

 t

 0
 KH × t

0,5,           (7) 

gdzie: 
Qt - ilość uwolnionej substancji aktywnej (mg) po czasie t (h) 
Q0 - początkowa ilość substancji czynnej (mg), 
KH - stała Higuchiego (h-1/2) 
 
Wykres ilości uwolnionej substancji (obliczany na jednostkę powierzchni membrany, wyrażoną 
w μg/cm2) ma charakter liniowy, a nachylenie prostej charakteryzuje szybkość uwalniania 
badanej substancji. 
 
 Model Korsmeyera-Peppasa - model kinetyczny powszechnie stosowany do obliczeń 
szybkości procesu uwalniania substancji aktywnej zgodnie z poniższym równaniem (8): 
 

 t

 0
 K × tn , (8) 

gdzie: 
Qt - ilość uwolnionej substancji aktywnej (mg) po czasie t (h), 
Q0 - początkowa ilość substancji czynnej (mg), 
K - stała szybkości uwalniania (h-1), 
t – czas (h), 
n - wykładnik dyfuzyjny (-).  
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Według modelu Korsmeyera-Peppasa dla n=0,5 kinetyka uwalniania substancji czynnej 
zachodzi zgodnie z kinetyką dyfuzji według prawa Ficka (ang. Fickian diffusion), a dla 0,5<n<1 
ma charakter anomalny. Wartości wykładnika dyfuzyjnego o wartości równej 1 mechanizm 
uwalniania substancji zmierza do zerowego rzędu (tzw. przypadek II), natomiast dla n>1 
określany jest mianem mechanizmu uwalniania super zerowego rzędu [245].  
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9. Ocena działania kosmetyków za pomocą testów aplikacyjnych  

Teoretyczne oszacowanie bezpieczeństwa aplikacyjnego substancji aktywnej, jak również 
analiza jej przenikania przez bariery imitujące skórę in vitro to badania, które prowadzone są na 
etapie projektowania preparatu kosmetycznego. Po uzyskaniu zadowalających wyników,  
a następnie przygotowaniu formulacji należy przeprowadzić testy aplikacyjne, mające na celu ocenę 
bezpieczeństwa oraz skuteczności działania preparatu in vivo. 

9.1. Testy biodostępności 

Istnieje kilka metod umozliwiających ocenę biodostępności kosmetycznych składników 
aktywnych. Jedną z nich jest tzw. „test zdzierania” (ang. stripping test) polegający  
na spektralnej analizie ilości substancji aktywnej, przenikającej z aplikowanej formulacji  
do warstwy rogowej naskórka [246]. Stripping test polega na aplikowaniu preparatu 
(zawierającego dokładnie znaną ilość badanej substancji aktywnej) na skórę (rys. 23A),  
a następnie usunięciu jego nadmiaru po określonym czasie (rys. 23B). Następnie w miejsce 
aplikacji zostaje przyklejona taśma adhezyjna (rys. 23C), której zerwanie powoduje usunięcie 
komórek górnych warstw naskórka wraz z określoną ilością substancji aktywnej (rys. 23D) 
[247]. Stężenie substancji aktywnej w usuniętej warstwie naskórka jest ustalane w oparciu  
o pomiar absorbancji roztworu sporządzonego poprzez rozpuszczenie materiału usuniętego  
z taśmy adhezyjnej w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku. 

 

 
 

Rys. 23. Instrukcja przeprowadzania „testu zdzierania” (zaadoptowano z [248]). 
 

9.2. Testy aplikacyjne in vivo 

Kosmetyki to preparaty przeznaczone do miejscowego stosowania na skórę. W zależności 
od składu jakościowego i ilościowego kosmetyk wykazuje określone działanie pielęgnacyjne  
na skórę. Jak już wspomniano, testy in vitro uwalniania substancji aktywnych z preparatów 
kosmetycznych umożliwiają teoretyczną ocenę biodostępności danego składnika.  
Przed wprowadzeniem gotowego produktu na rynek kosmetyczny należy także ocenić 
bezpieczeństwo i skuteczność jego działania. W tym celu przeprowadza się badania in vivo  
na skórze ochotników (probantów), stanowiących grupę docelowych konsumentów badanego 
produktu [249]. Do najczęściej przeprowadzanych testów in vivo zalicza się naskórkowe testy 
płatkowe oraz badania parametrów skóry z wykorzystaniem sond.  

 
 Naskórkowe testy płatkowe (NTP) - testy wykonywane w diagnostyce kontaktowej 
alergenności kosmetyku. NTP wykonuje się na niezmienionej chorobowo skórze pleców. 
Potencjalna kontaktowa reakcja alergiczna zachodzi z udziałem limfocytów i ma miejsce  
po upływie ok. 24 godzin od kontaktu z alergenem. Badany preparat należy umieścić  

A B

C D
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w komorze i przykleić w miejsce aplikacji za pomocą plastrów. Plastry z badanym preparatem 
powinny pozostawać w kontakcie ze skórą przez okres 48 godzin. Po upływie tego czasu 
należy usunąc test z powierzchni skóry i dokonać pierwszego odczytu. Drugi odczyt należy 
wykonać po upływie doby od chwili usunięca testu. Wyniki NTP są prezentowane  
w czterostopniowej skali: brak reakcji (0), rumień (+), rumień i grudki (++) oraz rumień, grudki  
i pęcherzyki (+++). Za dodatni uznaje się wynik oceniony na przynajmniej (++) [250, 251, 252].  
 
 Badania parametrów skóry z wykorzystaniem sond - badania mające na celu ocenę 
skuteczności działania preparatów w oparciu o analizę zmian wartości takich parametrów 
skóry, jak nawilżenie, elastyczność oraz przeznaskórkowa (transepidermalna) utrata wody. 
Badanie tychże parametrów przeprowadza się z wykorzystaniem aparatury wyposażonej  
w sondy do badań dermatologicznych [253]. 

Badania poziomu przeznaskórkowej utraty wody 

W badaniach poziomu TEWL wykorzystuje się tewametr (rys. 24A) wyposażony w czujniki 
temperatury i wilgotności środowiska badań. Oba wymienione parametry są niezwykle 
ważne dla pomiaru TEWL, a ich wahania mogą wpływać na jakość uzyskanych wyników.  
W związku z tym ważne jest, aby prowadzić pomiary zawsze w takich samych warunkach 
otoczenia (wilgotność 40-60% oraz temperatura powietrza ok. 22°C). Ponadto, w badaniu 
poziomu TEWL istotny jest czas stabilizacji, czyli czas przebywania probanta w 
pomieszczeniu, w którym prowadzone są badania, przed ich rozpoczęciem. Czas 
stabilizacji powinien wynosić co najmniej 30 minut. Wyniki analizy TEWL wyrażane są jako 
szybkość parowania wody w jednostce czasu z określonej powierzchni skóry [254].  

Badania poziomu nawilżenia naskórka 

W celu zbadania poziomu nawilżenia naskórka wykorzystuje się korneometr (rys. 24B) 
mierzący zawartość wody w warstwie rogowej naskórka w oparciu o zmiany przewodnictwa 
elektrycznego i pojemności elektrycznej na głębokości 10-20 μm naskórka. Im wyższe 
nawilżenie naskórka, tym lepsza jego przewodność elektryczna. Wyniki badania poziomu 
nawilżenia skóry podawane są w jednostkach korneometru (CU). Wykazano, że nawilżenie 
naskórka jest ujemnie skorelowane z parametrem TEWL [254,255].  

Badania poziomu elastyczności naskórka 

W celu oceny elastyczności skóry wykorzystuje się kutometr (rys. 24C), którego działanie 
polega na chwilowej, miejscowej deformacji skóry za pomocą wytworzonego przez sondę 
podciśnienia. Elastyczność skóry jest oceniania w oparciu o szybkość, z jaką zasysana 
przez sondę skóra wraca do stanu pierwotnego. Ponadto, sonda umożliwia ocenę 
odporność na odkształcenia skóry (opór skóry względem wytworzonego podciśnienia  
i zasysania do wewnątrz sondy). Kutometr wyposażony jest w optyczny system pomiarowy 
złożony ze źródła oraz receptorów światła, a także dwóch pryzmatów ustawionych 
naprzeciwko siebie. Pryzmaty przekazują światło od transmitera do receptora,  
a intensywność światła zmienia się w zależności od stopnia zassania skóry przez 
urządzenie [254].  

 

Rys. 24. Tewametr (A), korneometr (B) oraz kutometr (C) firmy Courage - Khazaka  
(zadaptowane z [256]). 

A B C
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10. Fitohormony 

Rosnąca świadomość konsumentów oraz znajomość bieżących trendów na rynku 
kosmetycznym skłoniła producentów do całkowitej bądź częściowej substytucji syntetycznych 
składników kosmetycznych substancjami pochodzenia naturalnego. Przykładem roślinnych 
substancji aktywnych wykorzystywanych do produkcji preparatów kosmetycznych są fitohormony. 

10.1. Definicja i klasyfikacja fitohormonów 

Fitohormony, czyli hormony roślinne, są to związki organiczne, które regulują większość 
przejawów aktywności komórek, jak również procesy wzrostowe i rozwojowe tkanek roślinnych 
(m.in. odpowiedzi na stresy abiotyczne i biotyczne, organogeneza, reprodukcja, determinacja 
płci) [257]. Związki te wykazują aktywność biologiczną w niewielkich stężeniach rzędu  
10-6 mol/L bądź mniejszych. Fitohormony wykazują aktywność w miejscu syntezy lub są 
transportowane do poszczególnych części rośliny z wykorzystaniem zjawiska dyfuzji 
transmembranowej oraz białek transportowych. Odpowiedź organu roślinnego na obecność 
danego fitohormonu może zachodzić już na poziomie komórkowym (np. zmiana w transkrypcji 
genów, aktywności białek i transporcie jonów). Regulatory niespełniające kryteriów 
fitohormonów nazywane są substancjami wzrostowymi roślin. W przeciwieństwie  
do fitohormonów substancje wzrostowe mają zwykle działanie ogólnoustrojowe i wywołują  
w tkankach roślinnych efekt fizjologiczny w stężeniach przekraczających 10-4 mol/L [258,259]. 
Wśród fitohormonów wymienia się takie grupy związków, jak auksyny, cytokininy, gibereliny, 
brasinosteroidy, etylen, kwas abscysynowy, jak również strigolaktony poliaminy, kwas 
salicylowy oraz jasmonidy [260]. W tabeli przedstawiono klasyfikację oraz kluczową aktywność 
biologiczną fitohormonów ze szczególnym uwzględnieniem jasmonidów, będących 
przedmiotem badań w ramach przedkładanej pracy doktorskiej. 

10.2. Interakcje fitohormonów 

Poszczególne klasy fitohormonów mogą wykazywać synergizm lub antagonizm aktywności 
biologicznej. Przykładowo cytokininy stymulują, a auksyny hamują rozgałęzianie pędów. 
Ponadto, auksyny stymulują, a cytokininy hamują rozgałęzianie korzeni, tak więc działanie 
cytokinin oraz auksyn jest antagonistyczne. Innym przykładem antagonizmu jest stymulowanie 
kiełkowania nasion przez gibereliny oraz utrzymywanie nasion w stanie spoczynku przez kwas 
abscysynowy. Synergiczne działanie fitohormonów z kolei obserwuje się na przykładzie 
promowania rozwoju owoców partenokarpicznych (nieposiadających żywotnych nasion) oraz 
stymulowanie wzrostu i wydłużania komórek roślin przez auksyny i gibereliny [261]. Innym 
przykładem „kooperacji” fitohormonów jest lokalna i systemiczna obrona rośliny przed 
patogenami przez takie fitohormony, jak jasmonidy oraz kwas salicylowy [262]. 
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Tabela 6. Klasyfikacja oraz aktywność biologiczna fitohormonów, część I. 

FITOHORMONY AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA WYBRANE ŹRÓDŁA LITERATUROWE 

Auksyny 

 Pobudzenie wzrostu komórek roślin, 
 Stymulowanie podziałów komórkowych,  
 Regulacja procesów powstawania owoców oraz kształtowania się drewna, 
 Indukcja tworzenia się korzeni przybyszowych. 
 

 263, 264, 265 

Cytokininy 

 Regulacja szybkości podziałów komórkowych, 
 Stymulowanie procesów różnicowania chloroplastów i wzrostu objętości komórek, 
 Indukcja procesów różnicowania pędów, 
 Stymulowanie transportu metabolitów do organów o wyższej zawartości cytokinin, 
 Regulacja procesów starzenia się roślin i kiełkowania nasion. 
 

 266, 267, 268, 269 

Gibereliny 

 Stymulowanie trawienia bielma w ziarnach zbóż, 
 Zwiększanie plastyczności ścian komórkowych i wzrostu wydłużeniowego pędu, 
 Udział w procesie wychodzenia nasion ze stanu spoczynku, 
 Udział w procesie rozmnażania i indukcji kwitnienia roślin. 
 

270, 271, 272 

Brasinosteroidy 

 Stymulowanie wzrostu i wydłużania komórek roślin, 
 Udział w formowaniu łagiewki pyłkowej, 
Przyspieszanie procesów starzenia się komórek w zamierających hodowlach tkankowych, 
 Opóźnianie starzenia w mutantach o obniżonej ilości brassinosteroidów. 
 

273, 274, 275, 276 

Etylen 

 Stymulowanie dojrzewania owoców,  
 Przyspieszanie starzenia się roślin (m.in. opadanie liści, wybarwianie kwiatów), 
 Zaburzanie reakcji roślin na zmianę ich położenia względem wektora grawitacji. 
 

277, 278, 279 

Kwas 
abscysynowy 

 Hamowanie procesu fotosyntezy i transbłonowego transportu jonów, 
 Hamowanie biosyntezy chlorofilu oraz wzrostu objętościowego komórek, 
 Przyspieszanie starzenia się roślin (m.in. opadanie liści, owoców), 
 Inhibicja kiełkowania i podtrzymywanie stanu spoczynkowego nasion. 
 

 280, 281, 282 
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Tabela 6. Klasyfikacja oraz aktywność biologiczna fitohormonów, część II. 

FITOHORMONY AKTYWNOŚĆ BIOLOGICZNA WYBRANE ŹRÓDŁA LITERATUROWE 

Strigolaktony 
 Stymulowanie kiełkowania nasion roślin pasożytniczych, 
 Hamowanie wytwarzania nowych pąków i rozgałęzień pędów, 
 Udział w chemicznej komunikacji między korzeniami roślin a grzybami mikoryzowymi. 

283, 284, 285 

Kwas 
salicylowy 

 Stymulowanie procesu fotosyntezy, 
 Udział w procesie transpiracji i transportu jonów, 
 Indukowanie zmian w anatomii liści i strukturze chloroplastów, 
 Udział reakcji odpornościowej roślin na atak patogenów. 

286, 287, 288, 289 

Poliaminy 

 Regulacja tempa wzrostu i różnicowania się komórek, 
 Regulacja procesów replikacji, transkrypcji, translacji oraz podziałów komórkowych, 
 Udział w transbłonowym transporcie aktywnych metabolitów, 
 Nadawanie kwiatom zapachu przyciągającego/odstraszającego owady. 

290, 291, 292 

Jasmonidy 

 Hamowanie wzrostu korzenia oraz procesu kiełkowania nasion o dużej zawartości skrobi, 
 Hamowanie procesu fotosyntezy oraz tworzenia się pąków kwiatowych, 
 Przyspieszanie starzenia się i odpadania liści, 
 Stymulowanie dojrzewania owoców, 
 Udział w odpowiedzi rośliny na stres biotyczny oraz abiotyczny, 
 Indukcja syntezy wtórnych metabolitów roślinnych, 
 Stymulowanie biosyntezy inhibitorów proteinaz oraz białek zapasowych liści i nasion,  
 Regulacja procesu fotorespiracji oraz stymulowanie zamykania się aparatów szparkowych, 
 Aktywacja ekspresji genów kodujących niektóre białka obronne rośliny. 

 293, 294, 295, 296, 297, 298, 
299, 300, 301, 302 
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11. Jasmonidy 

Jak już wcześniej wspomniano (paragraf 10.1), jasmonidy to związki pochodzenia roślinnego 
pełniące funkcję fitohormonów. Związki te po raz pierwszy wyizolowano z olejku eterycznego 
pochodzącego z kwiatów jaśminu (Jasminum grandiflorum) w 1962 roku [303]. Dotychczas 
jasmonidy zostały wykryte w ponad 160 gatunkach roślin. Związki te występują w różnych częściach 
rośliny, a ich zawartość w materiale roślinnym mieści się w granicach od 10 ng do 3 μg na 1 gram 
suchej masy surowca. Wielkość tej wartości jest zależna w głównej mierze od wieku i gatunku 
rośliny [304]. W dojrzałych, zdrowych tkankach kwas jasmonowy występuje w niewielkim stężeniu. 
Działanie czynnika stresowego biotycznego (atak insektów oraz patogenów) lub abiotycznego  
(m.in. uraz mechaniczny, susza, stres osmotyczny, promieniowanie ultrafioletowe, akumulacja 
metali ciężkich) powoduje wzmożoną syntezę kwasu jasmonowego w tkankach rośliny. Zgodnie  
z danymi literaturowymi [305], kwas jasmonowy został zidentyfikowany jako główna substancja 
syntetyzowana przez liście pszenicy (Triticum), poddane stresowi osmotycznemu wskutek 
ekspozycji na 1M roztwór sorbitolu przez okres 24 godzin. Ponadto, zaobserwowano wzmożoną 
syntezę oraz akumulację kwasu jasmonowego wskutek ekspozycji liści rzodkiewnika pospolitego 
Arabidopsis thaliana na związki miedzi oraz kadmu [306]. W związku z powyższym jasmonidy są 
nazywane roślinnymi sygnalizatorami stresu. Ponadto, związki te stymulują m.in. proces 
dojrzewania owoców oraz starzenia i odpadania liści, natomiast hamują proces wzrostu korzeni, 
kiełkowania nasion o dużej zawartości skrobi oraz tworzenia się pąków kwiatowych [294,307]. 
Aktywność biologiczna jasmonidów w tkankach roślinnych została szczegółowo przedstawiona  
w tabeli 6.  

11.1. Stereoizomeria jasmonidów 

Jasmonidy są analogami strukturalnymi kwasu cyklopentanooctowego wykazującymi 
aktywność optyczną. Cząsteczka JA (kwas 3-tleno-2-(2-cis-pentenyl)-cyklopentanooctowy) 
zawiera dwa centra chiralne ulokowane na trzecim oraz siódmym atomie węgla (oznaczone 
symbolem * na rys. 25). Obecność centrów chiralnych o możliwej konfiguracji R lub S generuje 
występowanie czterech możliwych stereoizomerów kwasu jasmonowego: (−)-JA (3R, 7R) oraz 
(+)-JA (3S, 7S), jak również (+)-7-izo-JA (3R, 7S) oraz (-)-7-izo-JA (3S, 7R) [299, 308]. Kwas 
(+)-7-izo-JA oraz kwas (-)-7-izo-JA charakteryzują się obecnością łańcuchów bocznych  
w konformacji cis i stanowią parę izomerów lustrzanych. Ze względów stereochemicznych są 
one mniej stabilne niż enancjomery (3S, 7S) oraz (3R, 7R), charakteryzujące się obecnością 
łańcuchów bocznych w konformacji trans. W związku z powyższym konformery trans wykazują 
większą aktywność biologiczną i występują w przyrodzie częściej niż konformery cis [304]. 
Ponadto, obserwuje się zjawisko tautomerii keto-enolowej, wskutek której związki cis 
przekształcają się w związki trans [299].  

 

 

Rys. 25. Wzory strukturalne stereoizomerów kwasu jasmonowego. 

Do jasmonidów zaliczane są między innymi jasmonian metylu (ang. methyl jasmonate, 
MeJ), dihydrojasmonian metylu (ang. methyl dihydrojasmonate, MeDHJ),  
kwas 9,10-dihydrojasmonowy (9,10-dihydro-JA) oraz kwas 12-hydroksyjasmonowy  
(12-hydroksy-JA) (rys. 26) [304]. 
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Rys. 26. Wzory strukturalne stereoizomerów wybranych jasmonidów. 
 

11.2. Biosynteza kwasu jasmonowego 

Miejscem biosyntezy kwasu jasmonowego jest błona komórkowa roślin, a substratem tej 
reakcji jest kwas α-linolenowy (ang. α-linolenic acid, α-LA), organiczny związek chemiczny z 
grupy wielonienasyconych kwasów tłuszczowych [309]. JA jest syntezowany z wykorzystaniem 
enzymów w tzw. ,,szlaku lipoksygenazowym”. Lipooksygenaza (ang. lipooxygenase, LOX), 
syntaza tlenku allenu (ang. allene-oxide synthase, AOS) oraz cyklaza tlenku allenu  
(ang. allene-oxide cyclase, AOC) to zlokalizowane w chloroplastach enzymy niezbędne do 
syntezy jasmonidów. Lipooksygenazy to enzymy katalizujące reakcje utleniania 
polinienasyconych kwasów tłuszczowych, zawierających w cząsteczce układ wiązań 
pentadienowych [310]. 13-LOX to enzym zasocjowany z wewnętrzną błoną chloroplastów. 
Enzym ten wykorzystuje LA do produkcji wodoronadtlenków lipidowych - 13-HPOT  
ang. hydroperoxyoctadecatrienoic acid) [311]. Wodoronadtlenki lipidowe ulegają następnie 
przekształceniu do niestabilnych tlenków allenu z wykorzystaniem 13-AOS. Syntaza tlenku 
allenu to enzym wykorzystujący tlen z grupy wodoronadtlenkowej (-OOH) w reakcjach 
utleniania związków organicznych. W dalszym etapie szlaku lipooksygenazowego niestabilne 
tlenki allenu ulegają katalitycznemu przekształceniu do kwasu cis-(+)-12-oksofitodienowego 
(ang. 12-oxophytodienoic acid, OPDA) z wykorzystaniem AOC [308]. OPDA to końcowy 
produkt przebiegającej w plastydach części szlaku biosyntezy kwasu jasmonowego. Kolejnym 
etapem syntezy JA jest redukcja pierścienia cyklopentenonowego, katalizowana przez 
peroksysomową reduktazę kwasu oksofitodienowego (ang. 12-oxophytodienoate reductase, 
OPR). W wyniku tej reakcji OPDA ulega przekształceniu do kwasu 3-okso-2-[2′(Z)-pentenyl] 
-cyklopentano-1-kaprylowego (ang. 3-oxo-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyclopentane-1-octanoic acid, 
OPC:8). Dalsze etapy biosyntezy kwasu jasmonowego obejmują proces przemiany 
enzymatycznej OPC:8 do OPC:8-CoA za pomocą enzymu 4-Cl-like o aktywności ligazy.  
W wyniku kolejnych przemian enzymatycznych powstaje kompleks acetylokoenzymu A oraz 
kwasu 3-okso-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-kapronowego (ang. 3-oxo-2-[2′(Z)-pentenyl] 
-cyclopentane-1-hexanoic acid-CoA). Następnie boczny łańcuch cząsteczki OPC:6-CoA 
zostaje skrócony i przyjmuje formę kwasu 3-okso-2-[2′(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-masłowego 
(ang. 3-oxo-2-(2'-pentenyl)cyclopentanebutanoic acid-CoA, OPC:4-CoA). OPC-CoA ulega 
następnie β-oksydacji, w wyniku której powstaje kompleks kwasu jasmonowego i CoA  
(JA-CoA). Kompleks ten ulega następnie przekształceniu do końcowego produktu biosyntezy  
- kwasu jasmonowego [312,313]. 

11.3. Formy występowania kwasu jasmonowego w tkankach roślinnych 

Aktywność biologiczna jasmonidów w tkankach roślinnych jest związana z występowaniem 
tych związków w wolnej formie. Oprócz kwasu jasmonowego i jego pochodnych w postaci 
hydroksykwasów oraz estrów, w organizmie roślinnym zidentyfikowano jasmonidy w formie 
koniugatów z aminokwasami oraz cukrami. W nawiązaniu do źródeł literaturowych [302], 
koniugaty kwasu jasmonowego i tyrozyny (ang. tyrosine, Tyr) oraz fenyloalaniny  
(ang. phenylalanine, Phe) zostały zidentyfikowane w kwiatach bobu Vicia faba L. 
Zaobserwowano, że koniugat JA-Phe stymuluje proces syntezy fitoaleksyny - flawonoidu 
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biorącego udział w odpowiedzi rośliny na atak bakterii i grzybów. JA-Phe charakteryzował się 
największą aktywnością biologiczną spośród innych koniugatów występujących w tkankach 
ryżu siewnego Oriza sativa [314]. Ponadto, w tkankach jęczmienia poddanych stresowi 
osmotycznemu zaobserwowano wzmożoną syntezę oraz akumulację koniugatów kwasu 
jasmonowego oraz waliny (ang. valine, Val), leucyny (ang. leucine, Leu) oraz izoleucyny  
(ang. isoleucine, Ile). Stwierdzono również, że koniugaty JA z aminokwasami Ile, Leu, Val, Tyr 
oraz Phe mogą pełnić istotną funkcję w szlaku transdukcji sygnału w tzw. „odpowiedzi 
jasmonowej”, której przykładem jest emisja lotnych substancji czynnych, biorących udział  
w aktywacji układów obronnych sąsiednich roślin [315]. Reakcja sprzęgania kwasu 
jasmonowego i aminokwasów zachodzi przy węglu C-1 cząsteczki jasmonidu i ma charakter 
dwuetapowej reakcji enzymatycznej z wykorzystaniem jonów magnezu i adenozyno-5′ 
-trifosforanu [316]. Aktywność koniugatów kwasu jasmonowego oraz aminokwasów jest 
związana z ich konfiguracją. Wykazano, że koniugaty JA oraz L-aminokwasów cechują się 
wysoką aktywnością biologiczną, podczas gdy koniugaty z D-aminokwasami nie wykazują 
aktywności biologicznej [317]. 

Jak już wcześniej wspomniano, cząsteczka JA może również ulegać modyfikacji na skutek 
reakcji estryfikacji z glukozą i gencjobiozą. Produktami takiej reakcji są odpowiednio  
JA-1-β-glukoza i JA-1-β-gencjobioza. Modyfikacja obecnego w tkankach roślinnych kwasu 
jasmonowego ma na celu redukcję jego stężenia oraz aktywności biologicznej [318]. 

11.4. Wykorzystanie jasmonidów w przemyśle kosmetycznym i farmaceutycznym 

Jasmonidy ze względu na działanie pielęgnacyjne i terapeutyczne mogą być 
wykorzystywane jako kosmetyczne oraz farmaceutyczne substancje aktywne. Jasmonidy 
wykazują działanie przeciwstarzeniowe, przeciwnowotworowe oraz przeciwpasożytnicze. 
Ponadto, niektóre pochodne kwasu jasmonowego są wykorzystywane w perfumiarstwie.  

 
W nawiązaniu do źródeł literaturowych [319], kwas dihydrojasmonowy i jego pochodne 
wykazują zdolność regulowania aktywności gruczołów łojowych skóry, dzięki czemu mogą być 
stosowane w terapii nadmiernej suchości skóry. Wraz z wiekiem aktywność sekrecyjna 
gruczołów łojowych maleje, co skutkuje często nadmierną suchością skóry. Zwiększone 
wydzielanie sebum przez gruczoły łojowe zapewnia wzmocnienie ochronnego płaszcza 
hydrolipidowego i redukuje transepidermalną utratę wody, co zapewnia zwiększenie poziomu 
nawilżenia skóry [320]. Jak wspomniano w paragrafie 3.3 podziały komórkowe stymulujące 
złuszczanie oraz odnowę naskórka ulegają spowolnieniu wraz z postępującym procesem 
starzenia się skóry. Jasmonidy (m.in. kwas 3-hydroksy-2-pentylocyklopentanooctowy) 
wykazują działanie keratolityczne, dzięki czemu stymulują procesy złuszczania martwych 
komórek naskórka oraz przyspieszają jego regenerację [9]. Ponadto, starzenie się skóry, 
choroby związane z powstawaniem zmian zapalnych oraz działanie promieniowania 
ultrafioletowego powodują powstawanie przebarwień skóry. W odniesieniu do źródeł 
literaturowych [10], jasmonidy wykazują działanie redukujące przebarwienia skóry, jak również 
łagodzą jej podrażnienia, wywołane m.in. działaniem czynników zewnętrznych, takich jak 
promieniowanie UV oraz dym tytoniowy [11].  

Pochodna kwasu jasmonowego, kwas tetrahydrojasmonowy oraz jego sól sodowa (nazwa 
handlowa LR2412) zostały opracowane w celu zmniejszenia widocznych oznak starzenia się 
skóry. W tabeli 7 przedstawiono przykłady preparatów komercyjnych zawierających w swoim 
składzie pochodne kwasu jasmonowego.  

 
 
 

Działanie przeciwstarzeniowe
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Tabela 7. Przykłady preparatów komercyjnych zawierających pochodne kwasu jasmonowego 
[321]. 

NAZWA PREPARATU KOMERCYJNEGO SUBSTANCJE AKTYWNE 

Vichy Idéalia Life Serum  
LR2412 + LHA 

sól sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego, 
kwas lipohydroksylowy, hialuronian sodu 

L’Oréal Paris Skin Perfection  
LR 2412 + Perline-P 

sól sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego, 
ekstrakt z kory Eperua Falcata, hialuronian 

sodu, esktrakt z nasion soczewicy 

Lancôme Serum Visionnaire  
LR 2412 4% - Cx 

Kwas tetrahydrojasmonowy, sól sodowa 
kwasu tetrahydrojasmonowego, hialuronian 

sodu 

Skinceuticals Chest, Neck, and Hand 
Repair 

sól sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego, 
kwas hydroksyfenoksypropionowy,  
ekstrakt z nasion Vigna aconitifolia 

Jak już wspomniano (paragraf 2.1), efektywność działania substancji aktywnych zależy 
m.in. od ich zdolności do penetracji do głębszych warstw skóry. W celu oceny zdolności 
przenikania kwasu tetrahydrojasmonowego przeprowadzono badania in vitro z wykorzystaniem 
komory dyfuzyjnej Franza. Do badań wykorzystano wycinki ludzkiej skóry pozyskane z operacji 
plastycznych powłok brzusznych. Stwierdzono, że cząsteczka LR2412 ma zdolność penetracji 
naskórka oraz wierzchnich warstw skóry właściwej. Przeprowadzono także ocenę zdolności 
kwasu tetrahydrojasmonowego do złuszczania naskórka. W tym celu wykorzystano 
mikroskopię elektronową oraz zjawisko promieniowania rentgenowskiego. Badania zostały 
przeprowadzone na modelu zrekonstruowanej skóry ludzkiej EpiskinTM. W oparciu o uzyskane 
wyniki badań stwierdzono wzrost złuszczania naskórka oraz poprawę jego elastyczności jako 
następstwo stosowania preparatu zawierającego LR2412. Zaobserwowano również wzrost 
ilości keratynocytów zawierających antygen Ki67 (proteina jądrowa, będąca markerem 
profileracji komórkowej) oraz depozycji kwasu hialuronowego w warstwie podstawnej naskórka 
[12]. Ponadto, odnotowano wzrost grubości naskórka oraz spłycenie widocznych zmarszczek w 
miejscu aplikacji preparatu [170,322]. Przeprowadzono także badania in vivo na grupie 
ochotników wykazujących objawy fotostarzenia się skóry. Wyniki dowiodły, że kwas 
tetrahydrojasmonowy pozytywnie wpływa na stężenie fibryliny (glikoproteiny stymulującej 
syntezę kolagenu i elastyny) w skórze właściwej [170].  

Cząsteczka LR2412 może być stosowana jako samodzielna substancja aktywna, bądź jako 
substancja o działaniu synergicznym z innymi składnikami preparatu. Przykładowo, kombinacja 
kwasu tetrahydrojasmonowego oraz retinolu może być wykorzystywana w terapii fotostarzenia 
się skóry [169]. Alexiades [323].przeprowadził badania kliniczne in vivo na grupie 120 kobiet, 
które aplikowały preparaty zawierające 0,025% tretinoinę i mieszaninę 0,2% retinolu oraz 2% 
LR2412 raz dziennie przez okres 3 miesięcy na skórę twarzy ze znakami fotostarzenia. 
Zaobserwowano, że oba preparaty wykazały działanie redukujące zmarszczki, wielkość porów 
oraz przebarwienia skóry, jednakże preparat zawerający mieszaninę retinolu oraz LR2412 był 
lepiej tolerowany przez skórę pacjentek, w porównaniu z preparatem zawierającym tretinoinę 
[323].  

Przeprowadzono również badania oceny skuteczności kompleksu LR2412-Cx (Visionnaire 
Lancome, L’Oreal - tabela 7) w redukcji widocznych zmian starzenia się skóry. W badaniach 
wzięło udział 15 ochotników, spełniających następujące kryteria: zdrowy mężczyzna lub 
kobieta, w wieku 35-65 lat, wykazujący widoczne oznaki starzenia się skóry, takie jak 
zmarszczki, przebarwienia, powiększone pory oraz pogorszenie tekstury skóry. Ochotnicy 
aplikowali badany preparat dwa razy dziennie przez okres 30 dni na skórę twarzy. Badania 
prowadzono po 1 i 3 dniach oraz 6 tygodniach od pierwszego dnia aplikacji preparatu. Ocena 
efektywności preparatu bazowała na subiektywnym poziomie satysfakcji ochotników.  
W oparciu o uzyskane wyniki badań po 6 tygodniach stosowania preparatu, stwierdzono 
redukcję zmarszczek o 12,4% oraz redukcję rozmiaru porów o 25,2% [324]. 
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Ze względu na właściwości zapachowe wybrane jasmonidy znalazły także zastosowanie  
w perfumiarstwie. Ester metylowy kwasu jasmonowego (MeJ) stanowi 2-3% składu olejku 
eterycznego pozyskiwanego z kwiatów jaśminu [325]. W celu otrzymania 1 g olejku 
jasmonowego należy zebrać około dziesięć tysięcy kwiatów Jasminum sambac L, bowiem 
średniej wielkości kwiat zawiera około 10-4 g olejku [326]. W wielu przypadkach zapach olejku 
eterycznego jest determinowany przez składnik występujący w niewielkim stężeniu. Uważa się, 
że (1R,2S)-(+)-Z-metyloepijasmonian, substancja o silnym zapachu i niskim progu 
wyczuwalności przez receptory węchowe (od 3 ppb, ang. parts per bilion, cząstki na 1 miliard), 
jest składnikiem determinującym zapach olejku jaśminowego [327]. Oprócz właściwości 
zapachowych, olejek jaśminowy wykazuje działanie antybakteryjne. Przeprowadzone badania 
in vitro dowiodły jego skuteczność w redukcji liczby komórek Escherichia coli (szczep  
MTCC-443), prawdopodobnie wskutek inhibicji syntezy bakteryjnych błon komórkowych [328]. 

 
Kwas jasmonowy i jego pochodne znalazły również zastosowanie w terapii nowotworów. 
Związki te mają bowiem zdolność hamowania proliferacji oraz indukowania apoptozy komórek 
nowotworowych. Jasmonidy wykazują skuteczność w terapii nowotworu płuc oraz prostaty, jak 
również neuroblastomy, leukemii oraz czerniaka [329]. Jasmonian metylu jest uważany  
za najbardziej skuteczny terapeutyk przeciwnowotworowy spośród wszystkich jasmonidów 
[330]. W oparciu o wyniki badań in vitro oraz in vivo, MeJ wykazuje dużą skuteczność w 
zwalczaniu komórek nowotworowych podczas terapii łączonej z powszechnie stosowanymi 
chemioterapeutykami (m.in. cisplatina, taksol, adriamycyna) [331]. Ponadto, stwierdzono 
zdolność jasmonianu metylu do inhibicji wzrostu linii komórkowych nowotworu piersi  
(MDA-MB-435 oraz MCF-7) [332]. Dihydrojasmonian metylu również znalazł zastosowanie  
w terapii nowotworów, w szczególności czerniaka, leukemii, nowotworów prostaty oraz piersi. 
Udowodniono, że MeDHJ opóźnia progresję przerzutów nowotworowych wskutek hamowania 
angiogenezy tkanek nowotworowych [333].  

 
Badania nad aktywnością biologiczną jasmonidów wykazały, że związki te mają również 
działanie przeciwpasożytnicze. Wyniki badań in vitro wskazują na skuteczność działania kwasu 
jasmonowego i jego pochodnych w zwalczaniu komórek zarodźca malarii (Plasmodium 
falciparum), wywołującego malarię, jak również przywry Schistosoma mansoni, wywołującej 
schizostomozę [334,335,336]. Ponadto, wykazano skuteczność działania 
przeciwpasożytniczego jasmonianu metylu na komórki Trichomonas vaginalis, wywołującego 
rzęsistkowicę pochwową [337]. 

11.5. Badania toksykologiczne jasmonidów 

Przed wprowadzeniem nowej substancji aktywnej na rynek kosmetyczny oraz 
farmaceutyczny należy wykonać szereg badań, wykluczających jej potencjalne działanie 
toksyczne względem ludzkiego organizmu. W celu zdeterminowania potencjalnego działania 
toksycznego jasmonianu metylu wprowadzono jego dawkę (100-500 mg substancji aktywnej na 
1 kg masy ciała) dootrzewnowo do organizmu myszy. Nie stwierdzono objawów zatrucia oraz 
śmierci u żadnego osobnika z grupy badanych zwierząt [338,339].  

Przeprowadzono również ocenę toksyczności jasmonidów aplikowanych na skórę. 
Wykazano, że wartość dawki śmiertelnej powodującej zgon połowy badanych osobników. 
Stwierdzono również, że jasmonidy aplikowane na skórę nie wywołują ostrej toksyczności oraz 
podrażnień skóry [340]. W celu oceny fototoksyczności MeJ oraz MeDHJ, zaaplikowano ich 

Jasmonidy w perfumiarstwie

Działanie przeciwnowotworowe

Działanie przeciwpasożytnicze
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10% roztwory na skórę, a następnie naświetlano badany obszar promieniowaniem z zakresu 
UV. Nie zaobserwowano żadnych zmian skórnych, w związku z czym stwierdzono, że badane 
jasmonidy nie wywołują fototoksyczności oraz fotoalergii [341]. Ponadto, wyniki testów 
płatkowych przeprowadzonych na ludzkiej skórze potwierdziły, że jasmonidy nie wywołują 
niepożądanych reakcji skórnych i mogą być stosowane w preparatach aplikowanych miejscowo 
[328] 
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12. Peptydy 

Peptydy to związki organiczne zbudowane z aminokwasów połączonych wiązaniem 
peptydowym. Ze względu na aktywność biologiczną wybrane peptydy są wykorzystywane  
w przemyśle kosmetycznym oraz farmaceutycznym. W zależności od mechanizmu działania na 
ludzką skórę, peptydy podzielić można na trzy grupy: peptydy rozkurczające, peptydy sygnałowe 
oraz peptydy transportujące [342]. 

12.1. Peptydy rozkurczające 

Jak wspomniano w paragrafie 3.1.1, starzenie się skóry twarzy jest spowodowane m.in. 
przez mimikę. Skurcze mięśni twarzy są możliwe dzięki uwalnianiu neuroprzekaźników  
z komórek układu nerwowego do mięśni. Całkowite lub częściowe zahamowanie uwalniania 
neurotransmiterów w obrębie mięśni twarzy mogłoby prowadzić do redukcji mimiki twarzy oraz 
powstawania zmarszczek. Substancją hamującą przekaźnictwo nerwowe jest toksyna 
botulinowa, podawana podskórnie w postaci iniekcji. Neurotoksyna hamuje uwalnianie 
neurotransmiterów, co powoduje paraliż pojedynczego mięśnia lub ich całej grupy [343]. 
Przykładami peptydów o działaniu rozkurczającym są m.in. acetylo-heksapeptyd-3, 
acetylooktaeptyd-1, tripeptyd-3 oraz tetrapeptyd AcYPFF. 

12.2. Peptydy transportujące  

Peptydy transportujące, zwane również nośnikowymi, to grupa peptydów pełniących rolę 
transporterów substancji aktywnych w głąb skóry. Peptydy zawierające w swoim składzie 
histydynę wiążą kationy miedzi. Miedź pełni w organizmie człowieka niezmiernie ważną rolę, 
ponieważ przyspiesza procesy gojenia się ran i jest składnikiem wielu enzymów [344]. 
Przykładem jest dysmutaza ponadtlenkowa - enzym, w którym miedź pełni rolę kofaktora. Jest 
to enzym biorący udział w neutralizacji wolnych rodników w organizmie [345]. Innym enzymem, 
którego prawidłowe funkcjonowanie jest uwarunkowane obecnością miedzi jest oksydaza 
lizylu, niezbędna w procesie wytwarzania kolagenu i elastyny [346]. Do peptydów 
transportujących miedź zalicza się m.in. tripeptyd GHK, czyli L-glicyno-L-histydyno-L-lizynę. 
GHK, będący fragmentem kolagenu ludzkiego typu II, został po raz pierwszy wyizolowany  
z ludzkiej plazmy przez Pickarta w 1973 roku [347]. Kompleks GHK-Cu stymuluje syntezę 
glikozaminoglikanów (m.in. kwas hialuronowy) oraz produkcję nowych włókien kolagenowych 
przez fibroblasty. Związek ten reguluje również działanie metaloproteinaz I oraz II, które są 
odpowiedzialne za usuwanie uszkodzonych włókien kolagenu i elastyny z matrycy 
pozakomórkowej [173].  

12.3. Peptydy sygnałowe 

Trzecią grupą peptydów wykorzystywanych w preparatach kosmetycznych są peptydy 
sygnałowe. Nazwa tej grupy pochodzi od mechanizmu działania peptydów, które „wysyłają” 
sygnał do biosyntezy elementów składowych macierzy pozakomórkowej. Uważa się,  
że peptydy sygnałowe stymulują fibroblasty do produkcji włókien kolagenowych, elastynowych 
oraz fibronektyny (glikoproteiny macierzy pozakomórkowej, regulującej m.in. procesy adhezji  
i proliferacji komórek) [348]. Rolę sygnałową pełnią najczęściej pochodne peptydów 
wchodzących w skład ludzkiego kolagenu i elastyny [349]. Peptydy sygnałowe stosowane w 
kosmetologii otrzymywane są na drodze syntetycznej lub biotechnologicznej. Do grupy 
peptydów sygnałowych należą m.in. palmitoilo-pentapeptyd-3, heksapeptyd VGVAPG oraz 
tripeptyd KVK. 
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13. Koniugaty  

Koniugacja jest to proces chemiczny polegający na stworzeniu stabilnego, a tym samym 
trwałego, wiązania między dwiema cząsteczkami chemicznymi. Proces ten ma na celu stworzenie 
koniugatu, który cechowałby się aktywnością biologiczną, charakterystyczną dla wchodzących  
w jego skład, cząsteczek substancji aktywnych. W przypadku substancji o synergicznym działaniu, 
koniugacja ma na celu intensyfikację aktywności biologicznej poszczególnych cząsteczek SA [14]. 
Koniugacja cząsteczek substancji znalazła szerokie zastosowanie w przemyśle kosmetycznym. 
Przykładowo, koniugat cząsteczki dekstranu (polimeru glukozy o wysokim ciężarze cząsteczkowym) 
oraz cząsteczki kwasu rozmarynowego wykazuje działanie antyoksydacyjne oraz rozjaśniające 
przebarwienia skóry [350]. Wykazano również, że koniugacja nanocząstek złota z kinetyną 
(substancja z grupy cytokinin) prowadzi do otrzymania stabilnego kompleksu o działaniu 
przeciwstarzeniowym [351]. Castelltort i wsp. [352] przedstawili metodę syntezy koniugatu 
cząsteczki kwasu hialuronowego i nanocząstek metali, który może znaleźć potencjalne 
zastosowanie w pielęgnacji skóry z oznakami starzenia. W literaturze istnieje także wiele doniesień 
na temat koniugacji substancji aktywnych z cząsteczkami kwasów tłuszczowych w celu ułatwienia 
ich transportu przez lipofilową barierę naskórkową. Olejnik i wsp. [353] przedstawili właściwości 
fizykochemiczne koniugatu tetrapeptydu YPFF oraz cząsteczki kwasu palmitynowego (PalmYPFF), 
który może być stosowany jako składnik preparatów redukujących nadwrażliwość skóry. Shabat i 
wsp. [354] z kolei zaproponowali wykorzystanie koniugatu glikolu propylenowego  
z kwasem oleinowym lub linolenowym jako promotora przeznaskórkowego przenikania substancji 
aktywnych (m.in. lidokainy). 

Wykorzystanie procesu koniugacji jest także powszechnie wykorzystywane w farmacji. Coraz 
większą popularnością cieszą się biokoniugaty. Są to układy dwóch lub więcej cząsteczek, spośród 
których przynajmniej jedna musi być biomolekułą, czyli cząsteczką biorącą udział w reakcjach 
zachodzących w organizmach żywych [355]. Przykładem biokoniugatów są białka o charakterze 
nośnikowym połączone z molekułami efektorowymi. Model ten stanowi podstawę terapii celowanej, 
polegającej na dostarczaniu i uwalnianiu efektora w miejscu docelowym. Kombinacja przeciwciał 
monoklonalnych z cytotoksycznymi lekami przeciwnowotworowymi stanowi ciekawe zagadnienie  
i może przyczynić się do rozwoju antynowotworowej terapii celowanej [356]. W oparciu o dostępne 
dane literaturowe [357], koniugacja leków z wybranymi polimerami daje możliwość ich 
kontrolowanego uwalniania w docelowym miejscu działania oraz zwiększa ich stabilność w płynach 
ustrojowych. Przykład stanowią koniugaty dekstranu z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi  
o charakterze kwasowym. Co więcej, koniugacja kationowych polimerów z dekstranem obniża ich 
toksyczność i zwiększa ich stabilność [358]. Nowość w analizie medycznej stanowią połączenia 
luminescencyjnych kropek kwantowych z bakteriofagami, które mogą być potencjalnie 
wykorzystywane w identyfikacji oraz analizie infekcji bakteryjnych [359].  
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CEL PRACY 

Przegląd literaturowy, którego dokonano w niniejszej pracy doktorskiej, wskazuje na rosnące 
zainteresowanie wykorzystaniem kwasu jasmonowego i jego pochodnych w preparatach  
do pielęgnacji skóry. Dynamiczny rozwój przemysłu kosmetycznego stwarza ciągłą potrzebę 
opracowywania zarówno nowych substancji aktywnych, jak i receptur je zawierających. W związku  
z powyższym głównym celem przedkładanej rozprawy doktorskiej było opracowanie oraz analiza 
nowych preparatów zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. Podjęto także próbę 
zaprojektowania oraz determinacji aktywności biologicznej in vivo nowych pochodnych kwasu 
jasmonowego w postaci jego koniugatów z wybranymi tetrapeptydami. Celem badań w ramach 
pracy doktorskiej była także ocena potencjalnego zastosowania nowych receptur zawierających 
kwas jasmonowy i jego pochodne w preparatach do pielęgnacji skóry.  

Główne założenia niniejszej pracy realizowano poprzez następujące zadania: 

1. Otrzymywanie nowych preparatów zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. 

2. Zaprojektowanie nowych pochodnych kwasu jasmonowego o lepszej biodostępności  

i aktywności biologicznej. 

3. Analiza parametrów fizykochemicznych przygotowanych preparatów zawierających kwas 

jasmonowy i jego pochodne. 

4. Analiza stabilności przygotowanych preparatów zawierających kwas jasmonowy i jego 

pochodne. 

5. Opracowanie metodyki oznaczania jasmonidów i ich pochodnych w formulacjach 

kosmetycznych metodą HPLC. 

6. Opracowanie metodyki badań in vitro uwalniania jasmonidów i ich pochodnych z formulacji 

kosmetycznych wraz z oceną kinetyki ich przenikania przez bariery imitujące skórę. 

7.  Przeprowadzenie testów aplikacyjnych in vivo preparatów zawierających nowe pochodne 

kwasu jasmonowego. 
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METODYKA PRACY 

14. Jasmonidy wykorzystane do badań 

Do badań w ramach pracy doktorskiej wykorzystano następujące jasmonidy: kwas jasmonowy 
(JA), jasmonian metylu (MeJ), dihydrojasmonian metylu (MeDHJ), których wzorce (w postaci 
mieszanin racemicznych) zostały zakupione w firmie TriMen TCI. W pracy zaprojektowano także 
dwie nowe pochodne kwasu +/- jasmonowego: koniugat JA oraz tetrapeptydu  
L-Tyr-L-Pro-L-Phe-L-Phe (JA-YPFF-NH2), a także koniugat JA oraz tetrapeptydu  
L-Tyr-L-Tyr-L-Lys-L-Ser (JA-YYKS-NH2), których synteza została przeprowadzona przez firmę 
Lipopharm®. Wzory sumaryczne oraz strukturalne związków chemicznych wykorzystanych  
w badaniach przedstawiono w tabeli 8. 

15. Synteza oraz charakterystyka fizykochemiczna badanych pochodnych kwasu jasmonowego 

15.1. Synteza koniugatów kwasu jasmonowego oraz wybranych tetrapeptydów 

Syntezę koniugatu JA-YPFF-NH2 prowadzono  na podłożu stałym z wykorzystaniem żywicy 
AM RAM oraz strategii Fmoc/tBu. Do syntezy wykorzystano następujące ilości reagentów: 
585,1 mg Fmoc-L-Phe-OH, 506,1 mg Fmoc-L-Pro-OH, 689,3 mg Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH oraz 
371,1 mg kwasu jasmonowego. Pochodne aminokwasów zostały zakupione w firmie Sigma-
Aldrich. Przed przystąpieniem do syntezy przeprowadzono kondycjonowanie żywicy  
za pomocą mieszaniny DCM/DMF (v/v, 9:1). Po upływie 60 minut odsączono mieszaninę 
rozpuszczalników. Syntezę koniugatu rozpoczęto od zakotwiczania pierwszej pochodnej 
aminokwasu (C-terminalny Fmoc-L-Phe-OH) z wykorzystaniem DIC oraz DMAP 
rozpuszczonego w DMF. Następnie zablokowano wolne grupy aminowe żywicy poprzez 
przeprowadzenie reakcji acylowania z wykorzystaniem Ac2O oraz DIPEA rozpuszczonego  
w DMF. Przeprowadzono także odblokowanie grupy Fmoc z wykorzystaniem 20% roztworu 
piperydyny rozpuszczonej w DMF. W dalszym przebiegu syntezy powtarzano powyżej opisane 
procedury w celu przyłączenia kolejno Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 
oraz kwasu jasmonowego. Jako substancję sprzęgającą wykorzystano DIC oraz HOBt, 
rozpuszczone w mieszaninie DCM/DMF (v/v, 9:1). Po każdorazowej reakcji sprzęgania 
zablokowano wolne grup aminowych żywicy (Ac2O/DIPEA, DMF) oraz odblokowano grupy  
N-Fmoc pochodnych aminokwasów (20% roztwór piperydyny w DMF). Po zakończeniu reakcji 
deprotekcji grupy aminowej N-Fmoc, każdorazowo przeprowadzono test chloranilowy w celu 
identyfikacji wolnych grup aminowych. Rezultat testu był pozytywny, ponieważ 
ciemnoniebieskie zabarwienie ziaren żywicy AM RAM świadczyło o obecności wolnych grup 
aminowych i zakończonej powodzeniem reakcji deprotekcji grupy Fmoc. Syntezę koniugatu 
zakończono poprzez odszczepienie gotowego produktu od żywicy z wykorzystaniem 
mieszaniny TFA:H2O:TIS (v/v, 92.5:2.5:5) [171,360]. 
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Tabela 8. Wzory sumaryczne, strukturalne oraz masa cząsteczkowa badanych związków. 

SYMBOL STRUKTURA WZÓR SUMARYCZNY M (Da) 
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Na rys. 27 przedstawiono schemat syntezy koniugatu JA-YPFF-NH2 z wykorzystaniem 
stałego nośnika żywicy polistyrenowej AM RAM. Schemat ten stanowi ogólny zarys procesu 
otrzymywania JA-YPFF-NH2, bez uwzględnienia stereoizomerii kwasu jasmonowego.  
W analogiczny sposób otrzymano koniugat JA-YYKS-NH2, wykorzystując do jego syntezy 
następujące substraty: Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 
(Sigma-Aldrich) oraz racemiczną mieszaninę kwasu jasmonowego (TriMen TCI). 

 

Rys. 27. Schemat syntezy koniugatu kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YPFF-NH2. 

15.2. Oczyszczanie otrzymanych koniugatów 

W celu oczyszczenia otrzymanych koniugatów wykorzystano wysokosprawną 
chromatografię cieczową w odwróconym układzie faz (ang. reversed phase - high performance 
liquid chromatography, RP-HPLC). Parametry procesu oczyszczania gotowych produktów 
przedstawiono w tabeli 9.  
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Tabela 9. Parametry procesu oczyszczania otrzymanych koniugatów metodą RP-HPLC. 

KOLUMNA CHROMATOGRAFICZNA Phenomenex Luna C18(2) (250×10 mm, 100 Å) 

ELUCJA 
Gradientowa  

(100→0% A, 0→100% B; 6%/min) 

FAZY 
Faza A: woda+0,1% TFA 

Faza B: acetonitryl+0,1% TFA 

 

15.1. Spektrometria mas ESI-MS 

W celu potwierdzenia teoretycznej masy cząsteczkowej badanych związków wykorzystano 
spektrometrię mas ESI-MS. Wykorzystaną w badaniach aparaturą był spektrometr mas 
Waters/Micromass (Manchester, Wielka Brytania). Temperatura źródła jonizacji wynosiła  
100°C, natomiast procesu desolwatacji - 200°C. Napięcie kapilary (igły) wynosiło 3,5 kV,  
a prędkość przepływu gazu - 5 uL/min. W analizie jako gaz kolizyjny wykorzystano wysokiej 
czystości argon, natomiast do nebulizacji i desolwatacji próbki wykorzystano (również wysokiej 
czystości) azot. Spektrometr mas jest również wyposażony w analizator, który rozdziela jony 
na podstawie stosunku masy do ładunku. Sygnał z analizatora trafia do detektora. Ostatnim 
elementem układu jest komputer, który przetwarza sygnał cyfrowy i przedstawia wynik analizy 
w postaci widma masowego prezentującego zależność m/z [361]. Widma masowe ESI zostały 
zebrane w trybie jonów dodatnich oraz ujemnych w zakresie od 100 do 2000 m/z. 

15.2. Spektroskopia FTIR 

W celu potwierdzenia obecności charakterystycznych grup funkcyjnych badanych 
koniugatów wykorzystano spektroskopię fourierowską w podczerwieni FTIR. W badaniach 
jasmonidów wykorzystano spektrofotometr Nicolet FTIR 200 (Thermo Fisher Scientific, Inc., 
Stany Zjednoczone). Zarejestrowano widmo w zakresie 500-4000 cm-1, a następnie 
przeprowadzono identyfikację pasm obecnych na widmie. 

15.3. Spektroskopia NMR 

W celu potwierdzenia teoretycznej struktury badanych koniugatów wykorzystano 
spektroskopię magnetycznego rezonansu jądrowego NMR. Badania prowadzono z użyciem 
spektrometru NMR Bruker AVANCE™, 600 mHz UltraShield (Bruker, Wielka Brytania). Aparat 
ten (rys. 28) zbudowany jest z solenoidów nadprzewodzących pełniących rolę magnesu 
wytwarzającego jednorodne pole magnetyczne. W szczelinie magnesu znajduje się cewka 
nadawczo-odbiorcza, w której umieszcza się próbkę. Generatorem częstości radiowej w tym 
aparacie jest krystaliczny oscylator. Wygenerowany sygnał rezonansowy jest kierowany  
do detektora, a następnie komputera, który przetwarza sygnał na widmo przedstawiające 
wykres absorpcji promieniowania magnetycznego od jego częstości. Częstość pola wyrażana 
jest w częściach na milion (ppm) częstości pola magnetycznego pochłanianego przez wzorzec  
(np. tetrametylosilan). 

Próbki do analizy przygotowano przez odważenie 40 mg związku, a następnie 
rozpuszczenie go w niewielkiej ilości deuterowanego rozpuszczalnika organicznego. Koniugat 
JA-YPFF-NH2 rozpuszczono w chloroformie-d (CDCl3), dla którego obserwuje się następujące 
przesunięcia chemiczne: δ 1H=7,24 ppm oraz δ 13C=77,0 ppm. Kolejny koniugat,  
JA-YYKS-NH2 wykazał natomiast lepszą rozpuszczalność w metanolu-d4 (CD3OD), dla którego 
obserwuje się następujące przesunięcia chemiczne: δ 1H = 3,31 ppm i 4,78 ppm oraz  
δ 13C = 49,2 ppm. Otrzymane widma anlizowano z wykorzystaniem programu MestreNova. 
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Rys. 28. Schemat budowy spektrometru NMR Bruker Avance. Zdjęcie ze strony producenta 
[362], schemat – projekt własny. 

15.4. Badanie zdolności antyoksydacyjnej kwasu jasmonowego i jego pochodnych z użyciem 

syntetycznego rodnika DPPH 

W celu zbadania aktywności antyoksydacyjnej kwasu jasmonowego i jego pochodnych 

sporządzono roztwór DPPH przez odważenie 3,94 mg rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu, 
a następnie rozpuszczenie naważki w 130 mL metanolu. Po całkowitym rozpuszczeniu rodnika 
w metanolu wykonano pomiar widma UV-Vis i odczytano długość fali, przy której absorbancja 
roztworu była największa (λmax). Sporządzono także metanolowe roztwory badanych 
jasmonidów i ich pochodnych poprzez odważenie 1 mg substancji aktywnej i rozpuszczenie jej 
w 10 mL metanolu. Podobnie, jak w przypadku roztworu rodnika zmierzono wartość  
λmax metanolowych roztworów JA, MeJ, MeDHJ, JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2. Następnie 

do kwarcowej kuwety odmierzono 1,5 mL roztworu DPPH oraz 1,5 mL roztworu badanego 
jasmonidu. Pomiary absorbancji prowadzono co minutę przez okres 5 minut, a następnie po 
10, 15, 20, 25, 45 oraz 60 minutach od momentu zmieszania roztworów badanej substancji 

oraz rodnika DPPH. Do badań wykorzystano spektrofotometr UV-Vis Cary 50 Bio (Varian, 
Stany Zjednoczone). Wyniki badań potencjału antyoksydacyjnego jasmonidów zostały 

przedstawione za pomocą procentu wygaszania wolnego rodnika DPPH obliczonego według 
równania (9): 

  Inhibicji  
A0  A1

A0
 ×100 % , (9) 

gdzie: 

A0 - absorbancja roztworu rodnika DPPH (j.u.),  

A1 - absorbancja roztworu rodnika DPPH po dodaniu badanej substancji (j.u.).  
 

16. Preparatyka formulacji kosmetycznych zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne 

Przygotowano pięć różnych formulacji kosmetycznych:  

 Emulsję 1 (typu o/w, przygotowana w temperaturze 70°C,  

 Emulsję 2 (typu w/o, przygotowana w temperaturze 70°C),  

 Emulsję 3 (typu o/w, przygotowana w temperaturze 25°C),  

 Żel PAA na bazie karbomeru, 

 Żel HEC na bazie hydroksyetylocelulozy (przygotowane w temperaturze 25°C).  

Magnes nadprzewodzący

Badana próbka

Cewka 

nadawczo – odbiorcza

Elektroniczny układ nadawczo

– odbiorczy częstości radiowej

Komputer
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Każda z przygotowanych formulacji zawierała 0,5 % wagowych substancji aktywnej (JA, MeJ, 
MeDHJ, JA-YPFF-NH2 bądź JA-YYKS-NH2). W tabeli przedstawiono skład chemiczny 
przygotowanych formulacji kosmetycznych. Opracowane formulacje przygotowano również według 
tej samej procedury bez substancji aktywnej (bazy kosmetyczne). 

16.1. Preparatyka Emulsji 1  

Składniki stanowiące fazę tłuszczową emulsji (olej słonecznikowy, monostearynian glicerolu 
oraz alkohol cetylowy) wprowadzono do szklanej zlewki umieszczonej na mieszadle 
magnetycznym. Następnie zawartość zlewki ogrzano do temperatury 70°C. W tym samym 
czasie do kolejnej zlewki wprowadzono składniki fazy wodnej (woda demineralizowana i kwas 
cytrynowy) i mieszano aż do całkowitego rozpuszczenia kwasu, a następnie ogrzewano do 
uzyskania temperatury 70°C. Po całkowitym roztopieniu składników fazy tłuszczowej dodano 
do nich fazę wodną i mieszano do momentu całkowitego połączenia się obu faz (prędkość 
mieszania 1200 obr./min). Po schłodzeniu otrzymanej emulsji do temperatury 25°C dodano do 
niej substancję aktywną i mieszano przez 10 minut. Gotową emulsję zawierającą substancję 
aktywną zhomogenizowano w celu zwiększenia jednorodności uzyskanej formulacji, 
wykorzystując homogenizator YellowLine DI 25 Basic (IKA, Niemcy). 

16.2. Preparatyka Emulsji 2 (typu w/o) 

Składniki fazy tłuszczowej (alkohol cetearylowy, parafina ciekła, palmitynian izopropylu oraz 
wazelina biała) wprowadzono do szklanej zlewki umieszczonej na mieszadle magnetycznym. 
Zawartość zlewki ogrzano do temperatury 70°C. Jednocześnie w drugiej zlewce rozpuszczono 
kwas cytrynowy w wodzie demineralizowanej, a następnie ogrzano do uzyskania tej samej 
temperatury, co dla składników fazy tłuszczowej. Po całkowitym roztopieniu składników fazy 
tłuszczowej dodano do nich ogrzaną fazę wodną. Układ cały czas mieszano intensywnie  
na mieszadle magnetycznym (prędkość mieszania 1200 obr./min). Po otrzymaniu emulsji  
o jednolitej konsystencji i schłodzeniu jej do 25 °C, dodano do niej substancję aktywną  
i mieszano układ przez 10 minut. Gotową emulsję zawierającą substancję aktywną 
zhomogenizowano w celu zwiększenia jednorodności uzyskanej formulacji. W tym celu 
wykorzystano homogenizator YellowLine DI 25 Basic (IKA, Niemcy). 

16.3. Preparatyka Emulsji 3 (typu o/w) 

Do szklanej zlewki umieszczonej na mieszadle magnetycznym wprowadzono składniki 
Creagel EZ7 (polakrylamid, uwodorniony polideken, eter laurylowy polioksyetylenu) oraz 
Alphaflow 20 (uwodorniony polideken). Następnie stopniowo dodawano do nich wodę 
demineralizowaną, cały czas intensywnie mieszając (prędkość mieszania 1200 obr./min). Po 
całkowitym wymieszaniu składników dodano substancję aktywną i układ mieszano przez 10 
minut, a następnie zhomogenizowano otrzymaną emulsję wykorzystując homogenizator 
YellowLine DI 25 Basic (IKA, Niemcy). 

16.4. Preparatyka żelu PAA 

Karbomer (polimer kwasu akrylowego) dyspergowano w wodzie demineralizowanej 
za pomocą mieszadła magnetycznego przez dwie godziny (prędkość mieszania 1200 
obr./min). Po upływie tego czasu dodano 2-propanol, a następnie intensywnie mieszając, 
wprowadzano porcjami roztwór wodorotlenku sodu do osiągnięcia wartości pH równej 6,5.  
Po uzyskaniu żelowej konsystencji produktu, dodano do niego substancję aktywną,  
a następnie cały układ mieszano przez 10 minut, po czym poddano homogenizacji w celu 
zwiększenia jednorodności uzyskanej formulacji. 
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16.5. Preparatyka żelu HEC 

Glicerynę oraz wodę destylowaną umieszczono w zlewce i ogrzewano w łaźni wodnej do 
temp. 80°C. Następnie mieszając dodawano hydroksyetylocelulozę do uzyskania konsystencji 
żelu. Po uzyskaniu pożądanej konsystencji produktu, dodano do niego substancję aktywną,  
a następnie cały układ mieszano przez 10 minut. 

Tabela 10. Skład chemiczny przygotowanych formulacji kosmetycznych, część I. 

NAZWA SKŁADNIK PRODUCENT ZAWARTOŚĆ (% W/W, ± 0,01) 

Emulsja 1 

olej słonecznikowy Sigma-Aldrich 12,50 

monostearynian glicerolu Sigma-Aldrich 4,00 

alkohol cetylowy Sigma-Aldrich 6,00 

kwas cytrynowy Sigma-Aldrich 0,50 

woda demineralizowana - 76,50 

substancja aktywna - 0,50 

Emulsja 2 

alkohol cetearylowy Evonik 10,00 

parafina ciekła Sigma-Aldrich 15,00 

palmitynian izopropylu Sigma-Aldrich 5,00 

wazelina biała Sigma-Aldrich 49,00 

kwas cytrynowy Sigma-Aldrich 0,50 

woda demineralizowana - 20,00 

substancja aktywna - 0,50 

Emulsja 3 

Creagel EZ7 
(polakrylamid, 

uwodorniony polideken, 
eter 

laurylowy polioksyetylenu) 

 
Créations Couleurs 

 
10,00 

Alphaflow 20 
(uwodorniony polideken) 

Créations Couleurs 17,00 

woda demineralizowana - 72,50 

substancja aktywna - 0,50 

Żel PAA 

karbomer kwasu 
akrylowego 

Evonik 0,50 

10 % w/w r-r 
wodorotlenku sodu 

Chempur 1,00 

2-propanol Sigma-Aldrich 25,00 

woda demineralizowana - 73,00 

substancja aktywna - 0,50 

Żel HEC 

hydroksyetyloceluloza 
(HEC) 

Sigma-Aldrich 2,50 

gliceryna Chempur 10,0 
woda demineralizowana - 87,0 

substancja aktywna - 0,50 

 

17. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych formulacji 

17.1. Ocena organoleptyczna 

Ocenę organoleptyczną przygotowanych formulaci przeprowadzono zgodnie z Polską 
Normą nr BN-77/6140-01 (Emulsje kosmetyczne - Metody badań - Postanowienia ogólne  
i zakres normy) [115]. Analizowano barwę, konsystencję oraz zapach otrzymanych preparatów. 
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17.2. Określanie typu emulsji metodą mikroskopii optycznej 

W celu określenia typu otrzymanych emulsji kosmetycznych wykorzystano mikroskopię 
optyczną. Próbki do analizy mikroskopowej przygotowano przez wprowadzenie do moździerza 
niewielkiej ilości badanej emulsji i dodanie do niej kilku kropli oranżu metylowego. Obie fazy 
dokładnie połączono, rozcierając je za pomocą tłuczka, aż do uzyskania jednolitej konsystencji. 
Tak przygotowaną mieszaninę naniesiono w postaci cienkiej warstwy na szkiełko podstawowe  
i przykryto szkiełkiem nakrywkowym. Typ emulsji analizowano za pomocą mikroskopu 
optycznego Novex Mikroskope BV 40x-1000x (Euromex, Holandia, rys. 29). 

 
Rys. 29. Mikroskop optyczny Novex Mikroskope BV 40x-1000x (Euromex, Holandia, 

zaadaptowano z [363]). 

17.3. Badanie wartości pH otrzymanych formulacji 

W pracy zbadano także wartość pH otrzymanych formulacji zawierających kwas jasmonowy  
i jego pochodne. Badania zostały przeprowadzone od razu po sporządzeniu formulacji  
z wykorzystaniem pehametru przenośnego SCHOTT handylab LF12 (SCHOTT AG, Mainz, 
Niemcy). Przed wykonaniem pomiarów formulacji aparat został poddany kalibracji za pomocą 
roztworów buforowych o wartości pH równej 4,00 oraz 7,00 (-). Następnie sporządzono 
roztwory wodne otrzymanych preparatów (20 mL wody demineralizowanej oraz 1 g badanego 
preparatu). Pomiary wartości pH formulacji zawierających jasmonidy i ich pochodne 
prowadzono w temperaturze 25°C. Każdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a następnie 
obliczono wartość średnią oraz odchylenie standardowe z uzyskanych wyników. 

17.4. Badanie lepkości otrzymanych formulacji 

W pracy zbadano także lepkość otrzymanych formulacji zawierających kwas jasmonowy  
i jego pochodne. Wykorzystano lepkościomierz rotacyjny z nastawianym momentem 
ścinającym RCO2 firmy Rheotec (Messtechnik GmbH, Ottendorf-Okrilla, Niemcy, rys. 30). 
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Rys. 30. Lepkościomierz rotacyjny RCO2 Rheotec wyposażony we wrzeciona pomiarowe. 

Wykorzystany lepkościomierz jest wyposażony w 6 wrzecion rotacyjnych różniących się 
rozmiarem dysków wieńczących wrzeciono. Wrzeciona wyposażone w dysk są 
wykorzystywane do badania formulacji o niewielkiej lepkości (rys. 30), natomiast do pomiaru 
próbek cechujących się dużą lepkością wykorzystuje się wrzeciona wyposażone w walec. 
Pomiar lepkości w szerokim zakresie 20-13 000 000 mPa × s jest możliwy dzięki dostępności 
różnego rozmiaru wrzecion, jak również modyfikacji prędkości obrotu tych wrzecion. 
Lepkościomierze rotacyjne charakteryzują się dużą dokładnością pomiarów (błąd względny w 
granicach ±3%). Aby zmierzyć lepkość formulacji w optymalnym zakresie, należy 
przeprowadzać badania przy użyciu kilku wrzecion pomiarowych [364]. 

W celu zmierzenia lepkości otrzymanych formulacji, umieszczono je w wąskich, szklanych 
zlewkach. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 25°C z wykorzystaniem wrzeciona R5, 
rozpoczynając najwolniejszych obrotów, stopniowo je zwiększając. Każdy pomiar 
przeprowadzono trzykrotnie, a następnie obliczono wartość średnią oraz odchylenie 
standardowe z uzyskanych wyników. 

17.5. Badanie rozkładu wielkości cząstek formulacji z wykorzystaniem techniki dyfrakcji 
laserowej 

W pracy zbadano także rozkład wielkości cząstek otrzymanych formulacji zawierających 
jasmonidy i ich pochodne. W tym celu wykorzystano aparat Mastersizer 2000 (Malvern 
Instruments Ltd., Malvern, Wielka Brytania).  

W celu prawidłowego pomiaru rozpraszania promieniowania na powierzchni cząstek 
badanej formulacji niezbędna jest znajomość współczynnika refrakcji badanych produktów 
[143]. Z tego względu przed rozpoczęciem pomiarów z wykorzystaniem aparatu Mastersizer 
2000 zmierzono współczynnik refrakcji formulacji zawierających jasmonidy z wykorzystaniem 
refraktometru Refracto 30 PX/GS (Mettler Toledo, Greifensee, Szwajcaria). 

Przed przystąpieniem do pomiaru rozkładu wielkości cząstek dokładnie zdyspergowano  
0,1 g badanej próbki w 800 mL wody destylowanej. Badania prowadzono w temperaturze  
25°C przy prędkość mieszania 1500 obr./min. Badania przeprowadzono natychmiast po 
otrzymaniu formulacji, jak również po upływie 70 dni przechowywania formulacji w różnych 
warunkach temperaturowych. Po zakończeniu każdego pomiaru uruchomiono sondę 
ultradźwiękową (20 kHz) w celu "rozbicia" potencjalnie powstałych aglomeratów i ponownie 
zmierzono rozkład wielkości cząstek. 



 METODYKA PRACY 

76 
 

Wyniki pomiarów zostały przedstawione w postaci następujących wartości procentowych: 
 
 D(0,1) (μm) - 10% rozkładu cząstek znajduje się poniżej tej wartości, 

 D(0,5) (μm) - mediana rozkładu cząstek (50% rozkładu cząstek znajduje się poniżej tej   

                     wartości oraz 50% rozkładu cząstek znajduje się powyżej tej wartości), 

 D(0,9) (μm) - 90% rozkładu cząstek znajduje się poniżej tej wartości. 

 
Wyniki opisano również za pomocą wartości D(4,3) prezentującej stosunek średniej średnicy 
cząstek do ich wielkości. 

 

17.6. Badanie stabilności emulsji z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania 
światła 

Badanie stabilności przygotowanych emulsji zawierających kwas jasmonowy i jego 
pochodne zostało przeprowadzone z wykorzystaniem urządzenia Turbiscan Lab Expert.  
W celach pomiarowych umieszczono badane emulsje. Istotne jest, by emulsja wypełniała cele 
pomiarowe do około ¾ ich wysokości i nie zawierała pęcherzyków powietrza (rys. 31).  
Tak przygotowaną próbkę umieszczono w aparacie pomiarowym. 

 

Rys. 31. Cele pomiarowe aparatu Turbiscan Lab Expert: pusta (A) i wypełniona badaną 
formulacją (B). 

Pomiary prowadzono w temperaturze 4 oraz 25°C (uwzględniając warunki przechowywania 
otrzymanych formulacji) przez okres 70 dni. Przeprowadzono również test przyspieszonego 
starzenia AAT (ang. accelerated aging test) preparatów przechowywanych  
w temperaturze 45 °C przez okres 14 dni. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci 
krzywych zmian wstecznego rozproszenia światła (próbki nieprzejrzyste) w czasie oraz  
w funkcji wysokości celi pomiarowej (podanej w milimetrach). Dla każdej badanej emulsji 
obliczono także wartość parametru TSI (ang. Turbiscan Stability Index) sumującego wszystkie 
rodzaje niestabilności danej próbki. Obliczenia wykonano zgodnie z równaniem (10): 

TSI   
 (xi xBS) 

2n
i 1

n 1
  

          
(10) 

gdzie: 
n- całkowita liczba pomiarów,  
xi - średnia wartość wstecznego rozpraszania światła w każdej minucie pomiaru, 
xBS - średnia wszystkich wartości xi.  

BA
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17.7. Badanie wpływu dodatku jasmonidów na stabilność termiczną formulacji  
z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej 

W pracy zbadano również wpływ dodatku jasmonidów na stabilność termiczną otrzymanych 
formulacji. W tym celu wykorzystano analizę termograwimetryczną. Badania przeprowadzono  
z użyciem TGA 1 STAR System (Mettler Toledo, Ohio, Stany Zjednoczone). Aparat ten jest 
wyposażony w ultraczułą wagę termograwimetryczną (termowagę), na której należy umieścić 
badaną próbkę (rys. 32). Wraz z kontrolowaną zmianą temperatury w układzie pomiarowym 
obserwuje się zmianę masy badanej próbki, dokładnie rejestrowaną przez termowagę. 
Temperatura, w której rozpoczyna się rozkład związków stanowi miarę stabilności termicznej 
badanej próbki. 

Do naczynia pomiarowego wprowadzono 3 mg badanej formulacji, a następnie naczynie 
umieszczono na ultraczułej termowadze. Jako gaz ochronny wykorzystano wysokiej czystości 
azot. Temperatura początkowa oraz końcowa pomiaru wynosiły odpowiednio 25 i 500°C, 
natomiast przyrost temperatury wynosił 10°C/min. Pomiary wykonano podczas stażu 
naukowego w UCLAN (Preston, Wielka Brytania). 

 

Rys. 32. Analizator termograwimetryczny TGA 1 STAR System. Zdjęcie ze strony producenta 
[365]. 

 

17.8. Badanie kompatybilności koniugatów i przygotowanych formulacji z wykorzystaniem 
skaningowej kalorymetrii różnicowej 

W celu określenia kompatybilności krystalicznych koniugatów kwasu jasmonowego  
i tetrapeptydu YPFF-NH2 oraz YYKS-NH2 z innymi składnikami formulacji kosmetycznej, 
odważono 10 mg próbkii zawierającej dany koniugat w aluminiowym naczyniu. Następnie 
zamknięto hermetycznie naczynie i umieszczono je w aparacie DSC Q200 (TA Instruments, 
New Castle, Stany Zjednoczone) przedstawionym na rys. 33. W aparacie znajdowała się także 
próbka kontrolna (puste, hermetycznie zamknięte naczynie aluminiowe). Pomiary prwadzono  
w zakresie temperatur od 1 (temperatura początkowa) do 100°C (temperatura końcowa)  
ze stałym wzrostem temperatury 5°C/min. Szeroki zakres temperatur miał na celu zbadanie 
kompatybilności jasmonidów i przygotowanych bazowych preparatów w ekstremalnych 
warunkach przechowywania. Próbkę kontrolną i badaną ogrzewano z taką samą prędkością  
w czasie trwania całego cyklu pomiarowego. Pomiary wykonano podczas stażu naukowego  
w UCLAN (Preston, Wielka Brytania). 
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Rys. 33. Skaningowy kalorymetr różnicowy DSC  200 (TA Instruments). Zdjęcie ze strony 
producenta [366]. 

 

17.9. Oznaczanie kwasu jasmonowego i jego pochodnych w preparatach kosmetycznych za 
pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej  

W ramach pracy doktorskiej opracowano metodykę jakościowego i ilościowego oznaczania 
badanych kwasu jasmonowego i jego pochodnych w przygotowanych formulacjach  
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high-performance liquid 
chromatography, HPLC). W tym celu wykorzystano chromatograf cieczowy Varian 920-LC 
(Agilent Technologies Inc., Stany Zjednoczone) wyposażony w automatyczny podajnik próbek 
oraz detektor UV-Vis. Schemat blokowy wysokosprawnego chromatografu cieczowego został 
przedstawiony na rys. 34.  

 

Rys. 34. Schemat blokowy wysokosprawnego chromatografu cieczowego. 

 

17.9.1. Dobór warunków analizy HPLC 

W badaniach oznaczania jasmonidów w przygotowanych preparatach z wykorzystaniem 
metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej ustalono warunki pomiarowe, które 
zostały przedstawione w tabeli 11. 
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Tabela 11. Warunki pomiarowe analizy formulacji zawierających jasmonidy metodą 
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. 

PARAMETRY ANALIZY BADANYCH FORMULACJI METODĄ HPLC 

Kolumna chromatograficzna Zorbax SB-C18 (250×4,6mm; 50 μm) 

Elucja 
Gradientowa  

(100→0% A, 0→100% B; 6%/min) 

Fazy 
Faza A: woda+0,1%w/w TFA 

Faza B: acetonitryl+0,1% w/w TFA 
Prędkość przepływu fazy ruchomej 1,0 mL/min 
Objętość dozowanych próbek 10 µL 

Detekcja UV-Vis 

 

17.9.2. Sporządzenie krzywych kalibracyjnych 

W pracy przygotowano krzywe kalibracyjne dla wszystkich badanych związków. W tym 
celu sporządzono roztwory wzorcowe każdej analizowanej substancji poprzez 
rozpuszczenie jej odpowiedniej ilości (1, 2, 3, 4 oraz 5 mg) w 1 mL etanolu. Następnie 
przesączono otrzymane roztwory przez filtry strzykawkowe o średnicy porów 0,45 µm  
i umieszczono je w szklanych fiolkach do analizy HPLC. Przygotowywanie krzywej 
kalibracyjnej było jednoznaczne z ustaleniem czasu retencji oraz analitycznej długości fali 

(max) każdej z badanych substancji (tabela 12). Parametr max opisuje charakterystyczną 
długość fali, przy której absorbancja promieniowania przez dany związek jest największa.  

 

Tabela 12. Analityczna długość fali max badanych jasmonidów. 

BADANY ZWIĄZEK ANALITYCZNA DŁUGOŚĆ FALI MAX (nm) 

JA 292 
MeJ 292 

MeDHJ 290 
JA-YPFF-NH2 279 
JA-YYKS-NH2 279 

 

17.9.3. Przygotowanie próbek do analizy HPLC 

W celu oznaczenia jakościowego i ilościowego jasmonidów metodą HPLC odważono  
1 g badanej formulacji zawierającej jasmonid. Następnie rozpuszczono naważkę preparatu 
w 10 mL 96% etanolu. Układ energicznie mieszano do momentu całkowitego 
rozpuszczenia próbki. Następnie przesączono otrzymany roztwór przez filtry strzykawkowe 
o średnicy porów 0,45 µm. Z otrzymanego przesączu odmierzono dokładnie 1 mL i 
umieszczono go w szklanej fiolce do analizy HPLC. W celu oceny potencjalnego wpływu 
podłoża kosmetycznego na wyniki analizy, w analogiczny sposób przygotowano także 
próbki przygotowanych baz kosmetycznych bez dodatku jasmonidów.  

17.9.4. Walidacja metody analitycznej 

Przed rozpoczęciem analizy HPLC przygotowanych preparatów przeprowadzono 
walidację opisanej powyżej metody analitycznej. W celu określenia powtarzalności metody, 
każdą z przygotowanych próbek poddano serii trzech pomiarów, a następnie obliczono 
odchylenie standardowe. Ponadto, w oparciu o obliczone wartości współczynnika korelacji 
R2 dla każdej z krzywych kalibracyjnych zdeterminowano liniowość metody. Specyficzność 
metody została potwierdzona poprzez porównanie czasów retencji pików uzyskanych dla 
badanych próbek z czasami retencji wzorców. Pełna kalibracja powtarzana była co 
trzydzieści nastrzyków. Wyznaczono również parametry LOD i LO  opracowanej metody 
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analitycznej. LOD (ang. limit of determination) jest to najmniejsze stężenie (lub ilość) 
substancji, które można wykryć przy użyciu danej metody analitycznej z określonym 
prawdopodobieństwem. Przyjmuje się, że wartość LOD jest równa trzykrotności poziomu 
szumów zarejestrowanych podczas analizy ślepej próby. Parametr LO  (ang. limit of 
quantification) oznacza z kolei najmniejsze stężenie (lub ilość) substancji, które można 
ilościowo oznaczyć za pomocą danej procedury analitycznej przy użyciu danej metody 
analitycznej z określoną dokładnością i precyzją. Wartość parametru LO  jest najczęściej 
określana jako trzykrotna wartość parametru LOD (LO    3 LOD) [367]. 

17.9.5. Obliczenie zawartości jasmonidów w analizowanych próbkach 

Obliczenie zawartości jasmonidów w analizowanych próbkach przeprowadzono  
w oparciu o funkcję liniową wyznaczonych krzywych kalibracyjnych zgodną z równaniem 
(11): 

y a+bx, (11) 

gdzie: 

a - współrzędna punktu przecięcia z osią y, 
b - współczynnik kierunkowy. 

 

17.10. Badanie kinetyki uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych z 
przygotowanych formulacji kosmetycznych 

W pracy zbadano także kinetykę uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
z przygotowanych formulacji kosmetycznych. W tym celu wykorzystano aparat dyfuzyjny  
708-DS (Agilent Technologies, CA, Stany Zjednoczone), wyposażony w spektrofotometr UV-
Vis Cary 50 Bio (Varian, Stany Zjednoczone).  

17.10.1. Dobór membrany dializacyjnej 

W badaniach stosowano membranę wykonaną z polimeru naturalnego będącego 
specjalnym typem celulozy o nazwie Cuprophan. To ultracienka membrana o grubości  
7-17 µm oraz wartości obcięcia 7-17 kDa. Dużą zaletą membrany Cuprophan jest małe 
ryzyko perforacji ze względu na wysoką sprężystość materiału, z którego wykonano 
membranę. Na kilka godzin przed każdorazowym rozpoczęciem analizy kondycjonowano 
membrany w roztworze akceptorowym.  

17.10.2. Preparatyka płynu akceptorowego 

Do badań kinetyki uwalniania jasmonidów z przygotowanych formulacji wykorzystano 
roztwór akceptorowy będący mieszaniną 96% etanolu oraz buforu fosforanowego o pH 
równym 5,8 (35:65, v/v). W celu przygotowania buforu fosforanowego w szklanej zlewce 
odważono 32,5 g diwodorofosforanu(V) potasu (KH2PO4) i rozpuszczono naważkę w  
2000 mL wody demineralizowanej. W oddzielnym naczyniu rozpuszczono 8 g wodorotlenku 
sodu (NaOH) w 2000 mL wody demineralizowanej. Bufor fosforanowy sporządzono przez 
połączenie 1464 mL roztworu NaOH z przygotowanym wcześniej roztworem KH2PO4.  
Po dokładnym zmieszaniu składników buforu zmierzono jego wartość pH, która wyniosła 
5,8.  

17.10.3. Przygotowanie próbek do badań 

Odważono 1 g otrzymanych formulacji zawierających kwas jasmonowy oraz jego 
pochodne i następnie umieszczono je w 6 niezależnych komorach ekstrakcyjnych (rys. 35). 
Wygładzono powierzchnię preparatu, a następnie nałożono membranę dializacyjną  
o kształcie dopasowanym do komory ekstrakcyjnej. Całość zabezpieczono nakrętką w celu 
unieruchomienia preparatu i membrany. W analogiczny sposób przygotowano także próbkę 
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odniesienia formulacji, niezawierającą substancji aktywnej, w celu wyeliminowania 
sygnałów pochodzących od bazy preparatu. Baza kosmetyczna powinna być tak dobrana, 
by nie uwalniać żadnych substancji absorbujących promieniowanie w tym samym zakresie 
fal, co badany jasmonid (tabela 12). Należy uwzględnić fakt, że nawet niewielkie sygnały 
pochodzące od bazy mają znaczny wpływ na wyniki uwalniania, co należy wziąć pod 
uwagę wykonując ślepą próbę. Wszystkie elementy komory ekstrakcyjnej są wykonane  
z teflonu, który jest chemicznie bierny względem badanych formulacji, jak również roztworu 
akceptorowego, w którym prowadzi się badania. 

 
Rys. 35. Teflonowe komory ekstrakcyjne wykorzystywane w badaniach kinetyki uwalniania 

substancji. 

17.10.4. Budowa i przygotowanie aparatury do badania kinetyki uwalniania substancji 
aktywnych 

Aparat dyfuzyjny 708-DS (Agilent Technologies, CA, Stany Zjednoczone) jest 
wyposażony właźnię wodną oraz termostat do utrzymywania stałej temperatury wody 
znajdującej się w łaźni (rys. 36). Zawiera także ruchomą głowicę, której elementem są 
mieszadła wykonane ze stali nierdzewnej opuszczane mechanicznie do 8 szklanych naczyń 
o pojemności 200 mL. Ruch obrotowy mieszadeł w trakcie trwania pomiaru zapewnia 
jednorodność medium na całej wysokości naczynia. Działanie aparat dyfuzyjny zostało 
zwalidowany mechanicznie (brak rozbieżności położenia mieszadeł dla wszystkich ośmiu 
naczyń).  Aparat dyfuzyjny jest skorelowany ze spektrofotometrem UV-Vis. Ilość uwolnionej 
substancji jest obliczana w oparciu o pomiar zmian absorbancji w czasie zgodnie z prawem 
Lamberta-Beera, przedstawionym w równaniu (12): 

 

A  ε × C × l, (12) 

 
gdzie: 
A - absorbancja (j.u.),  
ε - molowy współczynnik absorpcji (L /mol × cm),  
C - stężenie (mol/L),  
l - grubość warstwy absorbującej (cm). 
 

Przepływ medium zawierającego uwolnioną substancję pomiędzy spektrofotometrem,  
a szklanymi naczyniami zawierającymi komory pomiarowe zapewnia pompa. Do 6 naczyń 
wprowadzono płyn akceptorowy oraz komory ekstrkacyjne z badanym preparatem. 
Pozostałe dwa naczynia wypełniono płynem akceptorowym oraz roztworem wzorcowym 
badanego jasmonidu. Parametry pomiaru ustawiono zgodnie z danymi przedstawionymi  
w tabeli 13.  
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Tabela 13. Parametry badania uwalniania jasmonidów z przygotowanych preparatów. 

PARAMETR POMIARU WARTOŚĆ PARAMETRU 

Temperatura łaźni wodnej 32,3±0,5°C 
Prędkość obrotowa łopatek 100 obr./min 

Czas trwania badania 24 godziny 
Interwał czasowy pobierania próbek do analizy 

spektralnej 
30 minut 

Procent uwolnienia substancji z przygotowanych formulacji obliczono w oparciu o 
następujące równanie (13): 

% uwolnienia  
Ap

Aw
  

mw[mg]×Pw

Vw
  

1

Dw
  

Vp [mL]

mp[mL]
 ×100% , (13) 

gdzie: 

Ap - absorbancja próbki (j.u.), 
Aw - absorbancja wzorca (j.u.), 
mw - masa wzorca (mg), 
Vw - objętość roztworu wzorcowego (mL), 
Pw - czystość wzorca, 
Dw - rozcieńczenie wzorca, 
mp - masa substancji oznaczanej zawartej w próbce (mg), 
Vp - objętość medium (mL).  

 

 

Rys. 36. Schemat aparatu dyfuzyjnego 708-DS połączonego ze spektrofotometrem  
UV-Vis i komputerem. 

17.10.5. Dopasowanie modelu kinetycznego do profilu uwalniania substancji aktywnych 

Otrzymane wyniki badań zaprezentowano na wykresie przedstawiającym procent 
uwolnionej substancji aktywnej w funkcji czasu. Następnie przeprowadzono ocenę 
dopasowania wybranych modeli kinetycznych (0-go rzędu, I-go rzędu, Higuchiego oraz 
Korsmeyera-Peppasa - paragraf 8.2) do otrzymanych profili uwalniania badanych 
jasmonidów. Stopień dopasowania modelu do krzywej uwalniania oceniono w oparciu  
o wyznaczony współczynnik korelacji R2. W tabeli 14 przedstawiono parametry 
współrzędnych dla graficznej prezentacji kinetycznych modeli uwalniania substancji 
aktywnych. 
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Tabela 14. Graficzne parametry przestrzeni liniowej doprezentacji kinetycznych modeli 
uwalniania substancji aktywnych [368]. 

MODEL KINETYCZNY OŚ Y OŚ X 

0-go rzędu Ilość uwolnionej substancji (%) Czas (h) 

1-go rzędu 
Logarytm z ilości nieuwolnionej 

substancji (%) 
Czas (h) 

Higuchiego Ilość uwolnionej substancji (%) Czas1/2 (h) 

Korsmeyera-Peppasa 
Logarytm z ilości uwolnionej 

substancji (%) 
Logarytm z czasu (h) 

 

17.11. Badania in vivo efektywności działania przygotowanych formulacji zawierających 
pochodne kwasu jasmonowego 

W pracy zbadano także efektywność działania przygotowanych formulacji zawierających 
pochodne JA. Do badań in vivo wybrano nowo otrzymane koniugaty JA-YPFF-NH2  
oraz JA-YYKS-NH2. Pracę badawczą rozpoczęto po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej  
(zał. 1). Badania przeprowadzono na grupie 30 probantek w przedziale wiekowym 25-60 lat. 
Przed rozpoczęciem badań wszystkie probantki zostały szczegółowo poinformowane o celu  
i przebiegu badań, a także wyraziły pisemną zgodę na udział w badaniach (wzór - zał. 2). 
Ponadto, każda osoba biorąca udział w badaniu otrzymała pisemną instrukcję stosowania 
preparatów (zał. 3) oraz ankietę, którą probanci wypełnili po zakończeniu badań (zał. 4).  
Na podstawie wyników ankiety określono stopień zadowolenia probantów z działania 
pielęgnacyjnego stosowanych preparatów. 

 
Badane preparaty były aplikowane przez probantki jeden raz na dobę przez okres 4 tygodni 

na występujące w okolicy oczu zmarszczki mimiczne, tak zwane ,,kurze łapki” (zgodnie ze 
schematem przedstawionym na rys. 37). W badaniach przeprowadzono również ślepą próbę 
(baza żelu HEC) w celu wyeliminowania wpływu składników bazy kosmetycznej na otrzymane 
wyniki badań. W celu otrzymania wiarygodnych wyników badane osoby nie stosowały  
we wskazanym obszarze skóry żadnych innych preparatów pielęgnacyjnych oraz leczniczych. 

 

Rys. 37. Schemat aplikacji badanych preparatów. 

Przed przystąpieniem do testów na żywym organizmie, oszacowano potencjalne szkodliwe 
działanie badanych związków na skórę z wykorzystaniem aplikacji Toxtree. Następnie, w celu 
oceny profilu działania oraz skuteczności testowanych preparatów na skórę probantek, 
prowadzono badania zmian poziomu transepidermalnej utraty wody, elastyczności oraz 
nawilżenia skóry przez okres trwania badań. W badaniu każdego wspomnianego parametru 
skóry wykonano serię 10 pomiarów, a wynik końcowy przedstawiono w postaci obliczonej 
wartości średniej. Badanie te prowadzono w temperaturze 23±1°C oraz wilgotności powietrza 

Lewa strona twarzy Prawa strona twarzy

odległość 1 cm

Żel HEC + JA-YPFF-NH2

Żel HEC + JA-YYKS-NH2

Żel HEC (placebo)
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69±2%. Do badań wykorzystano przedstawiony na rys. 38 zespół sond MPA Courage  
+ Khazaka electronic (GmbH, Cologne, Germany) złożony z tewametru (Tewameter® TM 300), 
kutometru (Cutometer® 580) oraz korneometru (Corneometer® CM 825). Zespół sond jest 
połączony z komputerem, który prezentuje otrzymane wyniki w postaci cyfrowej.  

 

 
Rys. 38. Zespół sond MPA Courage + Khazaka electronic. 

Otrzymane wyniki badań poziomu TEWL, nawilżenia oraz elastyczności skóry zostały 
porównane w obrębie grupy (analiza zmian wartości badanego parametru po 1, 2, 3 oraz 4 
tygodniach aplikacji tego samego preparatu) oraz pomiędzy grupami (analiza różnic wartości 
danego parametru wskutek działania różnych formulacji po 1, 2, 3 oraz 4 tygodniach ich 
aplikacji).  

W celu dopasowania odpowiednich testów statystycznych do analizy otrzymanych wyników 
przeprowadzono test Shapiro-Wilka. Do analizy parametru nawilżenia oraz elastyczności  
w obrębie danej grupy wykorzystano analizę wariancji ANOVA [369], podczas gdy do analizy 
parametru TEWL wykorzystano test Friedmana  [370,371]. Wspomniane testy pozwalają 
uzyskać ogólną informację na temat występowania różnic statystycznie istotnych pomiędzy 
wynikami w obrębie danej grupy. W celu wykazania szczegółowych różnic w wynikach badań  
w poszczególnych tygodniach ich trwania wykonano porównania wielokrotne, tzw. „testy post 
-hoc”. Do analizy nawilżenia i elastyczności wybrano test Tukey’a, natomiast zmiany parametru 
TEWL analizowano z wykorzystaniem testu wielokrotnych porównań średnich rang dla 
wszystkich prób (tzw. test Dunna). Podobnie, jak w przypadku porównywania wyników  
w obrębie grup, analizę statystyczną średnich wyników nawilżenia oraz elastyczności 
pomiędzy grupami rozpoczęto od analizy wariancji ANOVA (test parametryczny), natomiast 
analizę statystyczną otrzymanych wyników pomiarów TEWL rozpoczęto od przeprowadzenia 
nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa. W celu porównywania wyników w obrębie grup,  
w dalszym toku analizy statystycznej przeprowadzono „testy post-hoc” (nawilżenie  
i elastyczność – test Tukey’a, transepidermalna utrata wody - test Dunna), mające na celu 
określenie, pomiędzy którymi grupami występują wspomniane różnice. Testy statystyczne, 
wykorzystane do analizy otrzymanych wyników badań zostały wybrane w oparciu o dostępne 
dane literaturowe [372,373,374]. 
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WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA 

18. Badanie struktury otrzymanych pochodnych kwasu jasmonowego 

Struktury otrzymanych dwóch pochodnych kwasu jasmonowego (koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz 
JA-YPFF-NH2) potwierdzono za pomocą następujących metod spektroskopowych: ESI-MS, FTIR 
oraz NMR. 

18.1. Spektrometria mas ESI-MS 

Teoretyczna masa cząsteczkowa badanych koniugatów (MJA-YPFF-NH2 = 764 Da  
oraz MJA-YYKS-NH2 =  751 Da) została potwierdzona z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-MS.  
Na rys. 39 przedstawiono otrzymane widmo MS koniugatu JA-YPFF-NH2. Na widmie 
powstałym w dodatnim trybie jonizacji odnotowano układ pików izotopowych. Pik o największej 
intensywności nazywany jest pikiem monoizotopowym i pochodzi od jonu 
pseudomolekularnego [M+H]+ o wartości m/z równej 765,39 Da, powstałego w wyniku 
protonowania cząsteczki koniugatu głównie przez najlżejszy z izotopów wodoru - prot (1H). 
Kolejne piki izotopowe są przesunięte o m/z kolejnych izotopów (gdzie m jest masą izotopu).  
W związku z powyższym zaobserwowano pik pochodzący od jonu zawierającego w swoim 
składzie przewagę atomów deuteru 2H (m/z = 766,39 Da) oraz trytu 3H (m/z = 767,40 Da). 
Ponadto, przy m/z 787,37 Da zaobserwowano także sygnały pochodzące od jonu [M+Na]+ 
powstałego w wyniku asocjacji kationu sodowego do cząsteczki JA-YPFF-NH2.  

 

 

Rys. 39. Widmo ESI-MS koniugatu JA-YPFF-NH2. 

 

Na rys. 40 przedstawiono widmo MS koniugatu JA-YYKS-NH2 prezentujące rozkład jonów 
izotopowych protonowanej cząsteczki związku. Zaobserwowano pik monoizotopowy [M+H]+  

o wartości m/z równej 752,38 Da (1H) oraz piki izotopowe pochodzące od jonu zawierającego 
w swoim składzie przewagę atomów deuteru 2H (m/z = 753,38 Da) oraz trytu 3H  
(m/z = 754,39 Da).  
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Rys. 40. Widmo ESI-MS koniugatu JA-YYKS-NH2. 

PODSUMOWUJĄC, z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-MS potwierdzono teoretyczną 

masę cząsteczkową otrzymanych koniugatów. Dla obu badanych związków zaprezentowano 
widmo MS powstałe w dodatnim trybie jonizacji. Wartości m/z pików obecnych na widmie danego 
związku były zgodne z zakładaną masą kalkulowaną w oparciu o jego strukturę. 

18.2. Spektroskopia FTIR 

Za pomocą spektroskopii FTIR potwierdzono obecność charakterystycznych grup 
funkcyjnych badanych koniugatów (JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2). Na rys. 41 
przedstawiono widmo absorpcyjne obu związków. Zaobserwowano obecność pasm absorpcji  
w zakresie 3302-3297 cm-1, pochodzących od drgań rozciągających O-H grupy hydroksylowej. 
Stwierdzono również obecność pasma 3028 cm-1 pochodzącego od drgań rozciągających  
=C-H. Pasma w zakresie 1727-1738 cm-1 świadczą o obecności grupy karbonylowej C O, 
natomiast pasma w zakresie 1643-1653 cm-1, jak również 3062-3070 cm-1 są 
charakterystyczne dla drgań rozciągających C-N. Na przedstawionych widmach można 
zauważyć również obecność pasm w zakresie 1515-1518 cm-1 oraz 2935-2964 cm-1, 
świadczących odpowiednio o obecności wiązań C C oraz C-H, obecnych w pierścieniach 
aromatycznych. Ponadto, zidentyfikowano również obecność pasm w zakresie 1192-1184 cm-1 
pochodzących od drgań zginających wiązania  C-H w płaszczyźnie, jak również 719-721 cm-1, 
pochodzących od drgań zginających wiązania  C-H poza płaszczyznę [375,376].  

752,3818

753,3842

754,3865
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Rys. 41. Widma FTIR koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2. 

 

W tabeli 15 zestawiono położenie charakterystycznych pasm absorpcji dla obu 
analizowanych koniugatów.  

Tabela 15. Położenie charakterystycznych pasm absorpcji w podczerwieni dla koniugatów. 

LICZBA FALOWA [CM-1] RODZAJ WIĄZANIA TYP DRGANIA 

3302-3297 O-H Rozciągające 
3070-3062 C-N Rozciągające 

3028 =C-H Rozciągające 
2964-2935 C-H (aromatyczne) Rozciągające 
1738-1727 C=O Rozciągające 
1653-1643 C-N Rozciągające 
1518-1515 C=C (aromatyczne) Rozciągające 
1192-1184 =C-H Zginające (w płaszczyźnie) 

719-721 =C-H Zginające (poza płaszczyznę) 

PODSUMOWUJĄC, za pomocą spektroskopii FTIR potwierdzono obecność 

charakterystycznych grup funkcyjnych badanych koniugatów (JA-YPFF-NH2 oraz  
JA-YYKS-NH2). Przypisano również typy drgań do każdego zidentyfikowanego pasma na 
widmie badanej substancji aktywnej.  

18.3. Spektroskopia NMR 

W celu potwierdzenia teoretycznej struktury badanych jasmonidów wykorzystano 
spektroskopię magnetycznego rezonansu jądrowego. Ze względu na dobrze poznaną strukturę 
związków JA, MeJ oraz MeDHJ w pracy przeprowadzono analizę widm jednowymiarowych 
(1D) oraz dwuwymiarowych (2D) NMR wyłącznie nowo zsyntetyzowanych pochodnych kwasu 
jasmonowego - koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2. Na rys. 42 przedstawiono wzory 
strukturalne stereoizomerów (-)-JA-YPFF-NH2 oraz (+)-JA-YPFF-NH2 wraz z numeracją 
atomów węgla i wodoru.  
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Rys. 42. Wzory strukturalne stereoizomerów (-)-JA-YPFF-NH2 oraz (+)-JA-YPFF-NH2  
wraz z numeracją atomów węgla i wodoru. 

W oparciu o analizę widm 1D 13C NMR (zał. 5), 1D 1H NMR (zał. 6) oraz 2D 1H - 13C HSQC 
(zał. 7) koniugatu kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YPFF przypisano poszczególne 
sygnały do odpowiednich atomów cząsteczki koniugatu.  

Stereoizomer 1 

1H NMR (CDCl3, 600 MHz): δH 0,90 (3H, t, H-12), 1,29 (2H,m, H-4), 1,62 (2H,br, H-23),  
1,70-1,78 (1H,m,H-7), 1,85 (2H,br, H-24), 1,98 (2H, quint, H-11), 2,01-2,06 (2H, m, H-2), 2,24 
(2H, br, H-8), 2,27 (1H, br, H-3), 2,47 (2H, br, H-5), 2,89 (2H, br, H-28), 2,96 (2H, br, H-37), 
3,19 (2H, br, H-14), 3,67 (2H, br, H-22), 4,37 (1H, br, H-25), 4,70 (1H, br, H-27), 4,78 (1H, br, 
H-36), 4,88 (1H, br, H-13), 5,14-5,20 (1H, m, H-9), 5,33-5,48 (1H, m, H-10), 6,61-6,83 (2H, m, 
H-16, H-20), 6,94 (2H, br, H-17,H-19), 7,03-7,26 (10H, m, H-30-H-34 and H-39-H-43), 7,31 
(1H, s, H-45), 7,53 (1H, s, H-48), 7,93 (1H, s, H47). 

13C NMR (CDCl3, 600 MHz): δC 14,06 (C-12), 20,52 (C-11), 24,55 (C-23), 25,36 (C-8), 26,60 
(C-4), 28,55 (C-24), 37,15 (C-14), 37,57 (C-2), 38,16 (C-37), 38,29 (C-28), 38,82 (C-3), 40,2 
(C-37), 40,50 (C-5), 47,66 (C-22), 52,29 (C-13), 53,98 (C-36), 53,76 (C-7), 54,55 (C-27), 60,55 
(C-25), 115,70 (C-17, C-19), 124,79 (C-9), 125,72-129,15 (C-30-C-34, C-39-C-43), 129,37  
(C-15), 130,50 (C-16, C-20), 134,02 (C-10), 135,85 (C-29, C-38), 155,81 (C-18), 171,22 (C-26), 
171,58 (C-35), 172,01 (C-21), 172,12 (C-44), 173,39 (C-1), 220,30 (C-6). 

Stereoizomer 2 

1H NMR (CDCl3, 600 MHz): δH 0,86 (3H, t, H-12), 1,29 (2H,m, H-4), 1,62 (2H,br, H-23),  
1,70-1,78 (1H,m,H-7), 1,85 (2H,br, H-24), 1,98 (2H, quint, H-11), 2,01-2,06 (2H, m, H-2), 2,24 
(2H,br, H-8), 2,27 (1H, br, H-3), 2,47 (2H, br, H-5), 2,89 (2H, br, H-28), 2,96 (2H, br, H-37), 
3,19 (2H, br, H-14), 3,52 (2H, br, H-22), 4,37 (1H, br, H-25), 4,70 (1H, br, H-27), 4,78 (1H, br, 
H-36), 4,88 (1H, br, H-13), 5,23-5,30 (1H, m, H-9), 5,33-5,48 (1H, m, H-6), 6,61-6,83 (2H, m,  
H-16, H-20), 6,94 (2H,br, H-17,H-19), 7,03-7,26 (10H, m, H-30-H-34 and H-39-H-43), 7,31 (1H, 
s, H-45), 7,53 (1H, s, H-48), 7,93 (1H, s, H47). 

13C NMR (CDCl3, 600 MHz): δC 14,13 (C-8), 20,52 (C-11), 24,57 (C-23), 25,39 (C-8), 26,76  
(C-4), 28,55 (C-24), 37,26 (C-14), 37,66 (C-2), 38,16 (C-37), 38,29 (C-28), 38,82 (C-3), 40,2 
(C-37), 40,60 (C-5), 46,83 (C-22), 52,34 (C-13), 54,08 (C-36), 53,66 (C-7), 54,60 (C-27), 60,55 
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(C-25), 115,95 (C-17, C-19), 124,94 (C-9) 125,72-129,15 (C-30-C-34, C-39-C-43), 129,41  
(C-15), 130,38 (C-16, C-20), 134,09 (C-10), 136,18 (C-29, C-38), 156,28 (C-18), 171,22 (C-26), 
171,58 (C-35), 172,01 (C-21),172,12 (C-44), 173,52 (C-1), 220,10 (C-6). 

W oparciu o analizę otrzymanego widma 1D oraz 2D 13C NMR koniugatu JA-YPFF-NH2 

stwierdzono, że położenie sygnałów w zakresie 171,22-220,30 ppm jest charakterystyczne dla 
estrowej grupy karbonylowej (C O), położenie sygnałów w zakresie 155,81-171,22 ppm jest 
charakterystyczne dla wiązań pojedynczych węgiel-tlen (C-O), natomiast położenie sygnałów  
w zakresie 115,70-136,18 ppm jest charakterystyczne dla wiązań pojedynczych  
oraz podwójnych węgiel-węgiel (C-C oraz C=C) w obrębie pierścieni aromatycznych. 

Na rys. 43 przedstawiono wzory strukturalne stereoizomerów (-)-JA-YYKS-NH2  
oraz (+)-JA-YYKS-NH2 wraz z numeracją atomów węgla i wodoru. Następnie, w oparciu o 
analizę widma 1D 13C NMR (zał. 8), 1D 1H NMR (zał. 9) oraz 2D 1H - 13C HS C (zał. 10) 
badanego koniugatu przypisano poszczególne sygnały do odpowiednich atomów cząsteczki 
koniugatu. 

 

Rys. 43. Wzory strukturalne stereoizomerów (-)-JA-YYKS-NH2 oraz (+)-JA-YYKS-NH2  
wraz z numeracją atomów węgla i wodoru. 

Stereoizomer 1  

1H NMR (CD3OD, 600 MHz): δH 0,95 (3H, t, H-12), 1,16-1,28 (2H,m, H-4), 1,45 (2H, quint, H-
33), 1,67 (2H, quint, H-34), 1,78-1,85 (1H, m, H-7), 1,91 (2H, q, H-32), 2,02-2,06 (H-2, m, H-2), 
2,07-2,11 (2H, quint, H-11), 2,19 (2H, br, H-8), 2,24-2,31 (1H, m, H-3), 2,50-2,52 (2H, m, H-5), 
2,92 (2H, t, H-35), 2,99-3,07 (4H, m, H-14,23), 3,93-3,97 (2H, m, H-38), 4,39-4,44 (1H, m, H-
31), 4,47-4,50 (1H, m, H-37), 4,53-4,58 (1H, m, H-13), 4,55-4,59 (1H, m, H-22), 5,19-5,25 (1H, 
m, H-9), 5,37-5,43 (1H, m, H-10), 6,67-6,71 (4H, m, H-17,19,26,28), 6,98-7,05 (4H, m,  
H-16,20,25,29). 

OH
47

CH2
38

NH
46

CH
37

COOH
39

NH2
45

CH2
32

CH2
33

CH2
35

CH2
34

NH
44

CH
31

C
36

O

OH
43

29

28

24

27

25

26

NH
42

CH
22

C
30

O

CH2
23

OH
41

20

19

15

18

16

17

CH2
2

C
1

O

NH
40

CH
13

C
21

O

CH2
14

8
9

10
11

CH3
12

O
6

7

5

3

4

OH
47

CH2
38

NH
46

CH
37

COOH
39

NH2
45

CH2
32

CH2
33

CH2
35

CH2
34

NH
44

CH
31

C
36

O

OH
43

29

28

24

27

25

26

NH
42

CH
22

C
30

O

CH2
23

OH
41

20

19

15

18

16

17

CH2
2

C
1

O

NH
40

CH
13

C
21

O

CH2
148

9

10
11

CH3
12

O
6

7

5

3

4

(-)-JA-YYKS-NH
2

(+)-JA-YYKS-NH
2



  WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA 

90 
 

13C NMR (CD3OD, 600 MHz): δC 14,60 (C-12), 21,58 (C-11), 23,61 (C-33), 26,23 (C-4), 27,64 
(C-8), 32,43 (C-34), 37,70 (C-2), 37,72 (C-14, C23), 38,58 (C-32), 39,76 (C-3), 40,61 (C-5), 
41,47 (C-35), 54,18 (C-7), 55,43 (C-31), 56,19 (C-37), 56,33 (C-13), 56,36 (C-22), 62,86  
(C-38), 116,31 (C-26, 28), 116,38 (C-17, 19), 126,38 (C-9), 128,68 (C-24), 129,13 (C-15), 
131,29 (C-25, 29), 131,49 (C-16, 20), 134,79 (C-10), 157,40 (C-18), 162,78 (C-27), 170,07  
(C-21), 173,46 (C-30), 173,73 (C-36), 173,96 (C-39), 174,41 (C-1), 221,97 (C-6). 

Stereoizomer 1  

1H NMR (CD3OD, 600 MHz): δH 0,93 (3H, t, H-12), 1,16-1,28 (2H,m, H-4), 1,45 (2H,  
quint, H-33),  1,67 (2H, quint, H-34), 1,78-1,85 (1H, m, H-7), 1,91 (2H, q, H-32), 2,02-2,06 (2H, 
m, H-2), 2,07-2,11 (2H, quint, H-11), 2,19 (2H, br, H-8), 2,24-2,31 (1H, m, H-3), 2,47-2,49 (2H, 
m, H-5), 2,92 (2H, t, H-35), 2,99-3,07 (4H, m, H-14,23), 3,83-3,87 (1H, m, H-38), 4,39-4,44 (1H, 
m, H-31), 4,47-4,50 (2H, m, H-37), 4,51-4,54 (1H, m, H-13), 4,55-4,59 (1H, m, H-22), 5,19-5,25 
(1H, m, H-9), 5,37-5,43 (1H, m, H-10), 6,67-6,71 (4H, m, H-17,19,26,28), 6,98-7,05 (4H, m,  
H-16,20,25,29). 

13C NMR (CD3OD, 600 MHz): δC 14,58 (C-12), 21,57 (C-11), 23,47 (C-33), 26,17 (C-4), 27,81 
(C-8), 32,43 (C-34), 37,72 (C-2), 37,95 (C-14, C-23), 38,71 (C-32), 39,65 (C-3), 40,61 (C-5), 
41,52 (C-35), 54,27 (C-7), 55,45 (C-31), 56,19 (C-37), 56,31 (C-13), 56,36 (C-22), 62,86  
(C-38), 116,32 (C-26, 28), 116,38 (C-17, 19), 126,38 (C-9), 128,71 (C-24), 129,13 (C-15), 
131,29 (C-25, 29), 131,46 (C-16, 20), 134,72 (C-10), 157,43 (C-18), 162,55 (C-27), 170,23  
(C-21), 173,45 (C-30), 173,61 (C-36), 173,98 (C-39), 174,43 (C-1), 221,92 (C-6). 

W oparciu o analizę widma 1D oraz 2D 13C NMR koniugatu JA-YYKS-NH2 stwierdzono,  
że położenie sygnałów w zakresie 221,97-173,07 ppm jest charakterystyczne dla estrowej 
grupy karbonylowej (C=O), położenie sygnałów w zakresie 157,40-162,78 ppm jest 
charakterystyczne dla wiązań pojedynczych węgiel-tlen (C-O), natomiast położenie sygnałów  
w zakresie 116,32-131,46 ppm jest charakterystyczne dla wiązań podwójnych węgiel-węgiel 
(C=C). 

PODSUMOWUJĄC, w niniejszej pracy doktorskiej potwierdzono teoretyczną strukturę 

badanych jasmonidów z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego. 
W oparciu o przedstawione wyniki analizy widm 1H NMR oraz 13C NMR badanych koniugatów 
stwierdzono zgodność teoretycznej oraz rzeczywistej struktury cząsteczki JA-YPFF-NH2  

oraz JA-YYKS-NH2. 

19. Badanie zdolności antyoksydacyjnej kwasu jasmonowego i jego pochodnych z użyciem 

syntetycznego rodnika DPPH 

W pracy zbadano również potencjał antyoksydacyjny kwasu jasmonowego i jego pochodnych. 
Jak już wcześniej wspomniano (paragraf 7.4) stosowanie preparatów pielęgnacyjnych 
zawierających substancje o działaniu antyoksydacyjnym ma istotne znaczenie w ochronie skóry 
przed działaniem wolnych rodników. Badania rozpoczęto od pomiaru absorbancji przygotowanego 

roztworu wzorcowego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH). Badania powtórzono 
trzykrotnie i otrzymano następujące wartości absorbancji: 0,749, 0,752 oraz 0,751 j.u. Średnia 
wartość absorbancji (A0) obliczona z trzech pomiarów wynosiła 0,751±0,001 j.u. Po zmieszaniu 

roztworu DPPH oraz roztworu wzorcowego badanego jasmonidu prowadzono pomiary zmian jego 
absorbancji w czasie. Spadek absorbancji roztworu wolnego rodnika jest spowodowany jego reakcją 
z badanym związkiem i stanowi miarę aktywności przeciwrodnikowej substancji aktywnej. Im 
większy potencjał antyoksydacyjny danego związku, tym większy spadek absorbancji roztworu 

DPPH, odzwierciedlający stopień redukcji wolnego rodnika. Na rys. 44 przedstawiono profile zmian 
absorbancji roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu wskutek jego reakcji z badanym 
jasmonidem. 
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Rys.44. Profile zmian absorbancji roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu wskutek 
jego reakcji z kwasem jasmonowym i jego pochodnymi. 

Zaobserwowano, że największy spadek absorbancji roztworu DPPH nastąpił wskutek 
reakcji wolnego rodnika z koniugatem JA-YYKS-NH2, natomiast najmniejszy - wskutek jego 

reakcji z dihydrojasmonianem metylu. DPPH jest stabilnym wolnym rodnikiem posiadającym 
niesparowany elektron na powłoce walencyjnej jednego z atomów azotu, tworzących mostek 
azotowy. Fioletowe zabarwienie roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu znika wskutek 
jego reakcji z cząsteczką, która może być donorem atomu wodoru. Wówczas powstaje 
zredukowana forma rodnika (DPPH) zgodnie z reakcją (1): 

R-OH + DPPH → R-O  + DPPH,  (1), [377] 

W celu lepszego zobrazowania otrzymanych wyników, obliczono procent wygaszania 
wolnego rodnika DPPH przez badane jasmonidy. Wyniki przedstawiono na rys.45.  

 

Rys.45. Zdolność wygaszania rodnika DPPH przez. badane kwas jasmonowy i jego 
pochodne. 
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Potwierdzono, że najlepszą zdolność wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu 
wykazuje JA-YYKS-NH2 (60,65%). Aktywność przeciwrodnikowa koniugatów jest 
determinowana m.in. przez rodzaj reszt aminokwasowych zawartych w strukturze [378]. 
Największą aktywnością antyoksydacyjną charakteryzują się peptydy zawierające w swojej 
strukturze cząsteczkę histydyny, tyrozyny oraz tryptofanu. Aminokwasy te wykazują zdolność  
do łatwego odszczepiania wodoru, będącego donorem elektronu w reakcji redukcji wolnego 
rodnika. Większość peptydów wykazujących aktywność antyoksydacyjną zawiera w swojej 
budowie wyżej wymienione reszty aminokwasowe [378,379]. Koniugat JA-YYKS-NH2 zawiera  
w swojej strukturze dwie cząsteczki L-tyrozyny należącej do grupy związków fenolowych. 
Związki te wykazują znaczącą aktywność przeciwrodnikową wynikającą z obecności układu 
sprzężonych wiązań podwójnych oraz grupy hydroksylowej -OH, stanowiącej donor atomu 

wodoru w reakcji redukcji rodnika DPPH. Nieco mniejszą zdolnością wygaszania rodnika  
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu wykazał się koniugat JA-YPFF-NH2 (55,96%) zawierający  
w swojej budowie tylko jedną cząsteczkę L-tyrozyny. W pracy obliczono również zdolność 

wygaszania rodnika DPPH dla JA, MeJ oraz MeDHJ, która wynosiła odpowiednio 54,13%, 
50,93% oraz 42,61%. Aktywność antyoksydacyjna kwasu jasmonowego jest prawdopodobnie 
wynikiem obecności grupy karboksylowej, która stanowi donor atomu wodoru w reakcji redukcji 
rodnika. Grupa ta jest łatwo dostępna dla wolego rodnika, ponieważ cząsteczka kwasu 
jasmonowego nie jest zatłoczona przestrzennie. Zdolność MeJ oraz MeDHJ do wygaszania 

DPPH jest mniejsza w porównaniu z kwasem jasmonowym. Jasmonian metylu oraz 
dihydrojasmonian metylu mają postać estrów JA, niezawierających w cząsteczce grupy 
hydroksylowej. Ich zdolność antyoksydacyjna może jednak wynikać ze zjawiska tautomerii 
keto-enolowej, któremu jasmonidy mogą ulegać w niewielkim stopniu [299,300]. Kwas 
jasmonowy i jego pochodne mają pośredni wpływ na antyoksydacyjne właściwości ekstraktów 
roślinnych, bowiem stymulują produkcję związków fenolowych w tkankach rośliny 
wystawionych na ich wzmożoną ekspozycję. Malekpoor i in. [380] przeprowadzili badania 
wpływu kwasu jasmonowego na stężenie związków fenolowych, a tym samym potencjału 
antyoksydacyjnego ekstraktu z liści bazylii Ocimum basilicum L. Szczytowe części rośliny 
zraszano etanolowym roztworem kwasu jasmonowego przed rozpoczęciem procesu kwitnienia 
oraz przez dwa tygodnie po jego zakończeniu. Zaobserwowano wzrost stężenia związków 

fenolowych oraz zdolności wygaszania rodnika DPPH przez ekstrakt roślinny otrzymany z 
bazylii zraszanej roztworem kwasu jasmonowego w porównaniu z bazylią zraszaną roztworem 
placebo (wodą) [380]. Podobne badania przeprowadzono dla jasmonianu metylu. Wang i in. 
[381] dowiedli, że ekspozycja owoców woskownicy czerwonej (Morella rubra L.)  
na działanie MeJ spowodowała wzrost zawartości związków fenolowych oraz zdolności 
wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu przez ekstrakt otrzymany z badanego 
materiału roślinnego. Dotychczas nie znaleziono w dostępnej literaturze danych na temat 
bezpośredniej aktywności antyoksydacyjnej JA, MeJ oraz MeDHJ.  

PODSUMOWUJĄC, w oparciu o przeprowadzoną analizę potencjału antyoksydacyjnego 

jasmonidów i ich pochodnych z wykorzystaniem wolnego rodnika DPPH zaobserwowano,  
że spośród wszystkich badanych substancji aktywnych, koniugat JA-YYKS-NH2 wykazał 
największą, a MeDHJ - najmniejszą aktywność antyoksydacyjną. Stwierdzono, że zdolność 
wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu jest związana z budową cząsteczki 
substancji aktywnej, a zwłaszcza obecnością układu sprzężonych wiązań podwójnych oraz 
grupy hydroksylowej stanowiącej donor atomu wodoru w reakcji redukcji wolnego rodnika. 

20. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych formulacji 

20.1. Ocena organoleptyczna 

W pracy przeprowadzono ocenę organoleptyczną przygotowanych formulacji. Stwierdzono, 
że bazy kosmetyczne Emulsji 1, 2 oraz 3 cechowały się jednolitą konsystencją oraz białą 
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barwą. Preparaty te nie miały wyczuwalnego zapachu. Identyczne obserwacje odnotowano dla 
wyżej wspomnianych preparatów zawierających badane kwas jasmonowy i jego pochodne.  
W oparciu o wyniki oceny organoleptycznej stwierdzono zgodność otrzymanych emulsji  
z Polską Normą BN-77/ 6140-01 [115]. Ponadto, przeprowadzono ocenę organoleptyczną żelu 
PAA oraz HEC (bazy kosmetyczne oraz żele zawierające jasmonidy i ich podchodne). 
Stwierdzono, że wszystkie preparaty żelowe były bezbarwne, klarowne i miały przyjemny 
zapach. Na rys. 46 przedstawiono zdjęcia przygotowanych preparatów: Emulsja 1 (rys. 46A), 
Emulsja 2 (rys. 46B), Emulsja 3 (rys. 46C), żel PAA (rys. 46D) oraz żel HEC (rys. 46E) 
zawierających koniugat JA-YPFF-NH2. 

 

Rys.46. Zdjęcia przygotowanych preparatów zawierających koniugat JA-YPFF-NH2. 

20.2. Określanie typu emulsji metodą mikroskopii optycznej 

W pracy określono również typ otrzymanych emulsji kosmetycznych zawierających kwas 
jasmonowy i jego pochodne. W tym celu wykorzystano mikroskopię optyczną. Badania 
prowadzono tydzień po przygotowaniu formulacji, w temperaturze 25°C. Dla wszystkich 
przygotowanych preparatów zawierających poszczególne kwas jasmonowy i jego pochodne 
otrzymano podobne obrazy mikroskopowe, w związku z czym w niniejszej pracy doktorskiej 
przedstawiono wyłącznie obrazy mikroskopowe emulsji zawierających koniugat kwasu 
jasmonowego i tetrapeptydu YPFF-NH2. 

 

Rys. 47. Obraz mikroskopowy Emulsji 1 (A), Emulsji 2 (B) oraz Emulsji 3 (C) zawierających 
koniugat JA-YPFF-NH2. 

Na rys. 47A przedstawiono Emulsję 1 zawierającą koniugat JA-YPFF-NH2. Zaobserwowano 
zabarwienie kropel fazy wodnej emulsji, w której rozproszone są niezabarwione krople fazy 
tłuszczowej. Zabarwienie to pochodzi od barwnika (oranżu metylowego), wykorzystanego  
w niniejszych badaniach. Potwierdzono zatem, że badany preparat jest emulsją typu o/w.  
Na rys. 47B natomiast przedstawiono Emulsję 2 zawierającą koniugat JA-YPFF-NH2. 
Zaobserwowano zabarwienie kropel fazy wodnej emulsji rozproszonej w niezabarwionej fazie 
tłuszczowej. Potwierdzono więc, że badany preparat jest emulsją typu w/o. Na rys. 47C 
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przedstawiono Emulsję 3 + JA-YPFF-NH2. Analogicznie do Emulsji 1 zaobserwowano 
zabarwienie kropel fazy wodnej, w której rozproszone są niezabarwione krople fazy 
tłuszczowej. Fakt ten potwierdza założenie, że badany preparat jest emulsją typu o/w.  
W oparciu o przedstawione obrazy mikroskopowe stwierdzono, że wszystkie przygotowane 
emulsje miały charakter makroemulsji, bowiem rozmiar ich cząstek nie przekraczał 100 μm. 
Stwierdzono lepszą dyspersję fazy wewnętrznej Emulsji 3, w porównaniu z Emulsją 1 oraz 2. 
Ponadto, odnotowano obecność nielicznych aglomeratów cząstek Emulsji 1 + JA-YPFF-NH2 
oraz Emulsji 2 + JA-YPFF-NH2. Analogiczne obserwacje odnotowano dla pozostałych emulsji 
zawierających inne badane jasmonidy. Wielkość cząstek układała się w następującym szergu: 
Emulsja 3 < Emulsja 1 < Emulsja 2. 

20.3. Badanie lepkości oraz wartości pH otrzymanych formulacji 

Lepkość preparatu ma znaczący wpływ m.in. na łatwość jego rozprowadzania na skórze  
oraz ilość uwalnianej substancji aktywnej. W tabeli 16 przedstawiono wyniki badań lepkości  
oraz wartości pH otrzymanych preparatów (bazy kosmetyczne oraz formulacje zawierające 
kwas jasmonowy i jego pochodne). 

Tabela 16. Wartość pH oraz lepkość otrzymanych formulacji. 

FORMULACJA WARTOŚĆ PH (-, ±S.D.1) LEPKOŚĆ (mPA × S, ±S.D.1) 

Emulsja 1 6,50 ± 0,05 15 000 ± 400 

Emulsja 1 + JA 6,46 ± 0,04 14 900 ± 400 

Emulsja 1 + MeJ 6,49 ± 0,04 14 900 ± 400 

Emulsja 1 + MeDHJ 6,48 ± 0,02 14 900 ± 400 

Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 6,49 ± 0,06 14 900 ± 500 

Emulsja 1 + JA-YYKS-NH2 6,50 ± 0,01 14 900 ± 500 

Emulsja 2 6,47 ± 0,03 107 300 ± 200 

Emulsja 2 + JA 6,46 ± 0,03 107 200 ± 300 

Emulsja 2 + MeJ 6,48 ± 0,04 107 300 ± 400 

Emulsja 2 + MeDHJ 6,48 ± 0,04 107 100  ± 400 

Emulsja 2 + JA-YPFF-NH2 6,49 ± 0,05 107 300 ± 200 

Emulsja 2 + JA-YYKS-NH2 6,48 ± 0,04 107 200 ± 300 

Emulsja 3 6,49 ± 0,05 25 000 ± 400 

Emulsja 3 + JA 6,48 ± 0,05 25 100 ± 300 

Emulsja 3 + MeJ 6,50 ± 0,04 25 000 ± 400 

Emulsja 3 + MeDHJ 6,50 ± 0,04 25 100 ± 300 

Emulsja 3 + JA-YPFF-NH2 6,49 ± 0,03 25 100 ± 300 

Emulsja 3 + JA-YYKS-NH2 6,49 ± 0,05 25 000 ± 400 

Żel PAA 6,47 ± 0,04 7 500 ± 200 

Żel PAA + JA 6,46 ± 0,05 7 500 ± 100 

Żel PAA + MeJ 6,48 ± 0,06 7 400 ± 300 

Żel PAA + MeDHJ 6,48 ± 0,04 7 500 ± 100 

Żel PAA + JA-YPFF-NH2 6,49 ± 0,06 7 500 ± 200 

Żel PAA + JA-YYKS-NH2 6,48 ± 0,04 7 400 ± 200 

Żel HEC 6,49 ± 0,02 8 100 ± 100 

Żel HEC + JA 6,47 ± 0,05 8 300 ± 100 

Żel HEC + MeJ 6,48 ± 0,05 8 200 ± 200 

Żel HEC + MeDHJ 6,48 ± 0,04 8 100 ± 200 

Żel HEC + JA-YPFF-NH2 6,49 ± 0,04 8 100 ± 300 

Żel HEC + JA-YYKS-NH2 6,49 ± 0,03 8 200 ± 100 
  1S.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe 
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Na podstawie wyników badań lepkości przygotowanych formulacji stwierdzono,  
że najmniejszą lepkością charakteryzowały się preparaty na bazie żelu PAA, natomiast 
największą – preparat na bazie Emulsji 2. Zaobserwowano, że lepkość preparatu jest ściśle 
zależna od jego składu. Żele charakteryzowały się niską lepkością ze względu na dużą 
zawartość fazy wodnej, a w ich skład nie wchodziły żadne komponenty tłuszczowe. Mniejsza 
lepkość żelu PAA wynikała z niższej zawartości substancji konsystencjotwórczej (0,5% w/w 
karbomeru kwasu akrylowego) w kompozycji produktu w porównaniu z żelem HEC (2,5% w/w 
hydroksyetylocelulozy). Spośród przygotowanych emulsji najmniejszą lepkością cechowała się 
Emulsja 1, zawierająca w swojej kompozycji niewielką (22,5% w/w) ilość fazy tłuszczowej oraz 
76,5% w/w wody. Przewaga fazy tłuszczowej (79% w/w) oraz niewielka zawartość wody (20% 
w/w) w kompozycji Emulsji 2 była przyczyną jej dużej lepkości. W oparciu o wyniki badań pH 
otrzymanych preparatów stwierdzono, że dodatek jasmonidu lub ich pochodnych nie ma 
znaczącego wpływu na pH formulacji. Ponadto, wartość pH otrzymanych formulacji mieściła się 
w zakresie wartości pH zdrowej skóry (4,5-6,5), w związku z tym otrzymane preparaty mogą 
być potencjalnie wykorzystywane do aplikacji naskórnych [382].  

PODSUMOWUJĄC, wszystkie przygotowane emulsje zawierające kwas jasmonowy i jego 

pochodne cechowały się gładką, jednolitą konsystencją oraz białą barwą. Preparaty na bazie 
żelu PAA oraz żelu HEC były natomiast bezbarwne i klarowne. W oparciu o zdjęcia 
mikroskopowe emulsji stwierdzono, że rozmiar ich cząstek nie przekracza 100 μm, w związku  
z czym mają one charakter makroemulsji. Odnotowano także, że wartość pH wszystkich 
preparatów była zbliżona do wartości pH zdrowej skóry. Dodatek substancji aktywnej nie miał 
istotnego wpływu na wartość pH preparatów. Stwierdzono, że lepkość przygotowanych 
formulacji jest determinowana przez zawartość wody w ich kompozycji, ponieważ niezależnie 
od dodatku jasmonidu, najmniejszą lepkością charakteryzował się żel PAA, natomiast 
największą - Emulsja 2.  

20.4. Badanie kompatybilności pochodnych kwasu jasmonowego i przygotowanych 
formulacji z wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii różnicowej  

W celu określenia kompatybilności przygotowanych formulacji oraz krystalicznych 
koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2 wykorzystano skaningową kalorymetrię 
różnicową. Na rys. 48 przedstawiono krzywe DSC badanych koniugatów. Każda krzywa 
posiada pik, którego maksimum odpowiada temperaturze topnienia badanego związku. 
Zaobserwowano, że temperatury topnienia JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2 wynoszą 
odpowiednio 52,5 oraz 44,1°C. Na przedstawionych krzywych nie zaobserwowano żadnych 
dodatkowych pików, co świadczy o dużej czystości obu związków. Obliczono także entalpię 
topnienia badanych koniugatów, która wynosiła odpowiednio 14,97 J/g dla JA-YPFF-NH2 oraz 
5,12 J/g dla JA- YYKS-NH2 (procesy endotermiczne). 
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Rys. 48. Krzywe DSC koniugatów kwasu jasmonowego i tetrapeptydu YPFF-NH2  

oraz YYKS-NH2. 

Następnie przeprowadzono analizę kompatybilności koniugatów oraz przygotowanych 
formulacji. Wynik pomiaru metodą skaningowej kalorymetrii różnicowej został przedstawiony  
w postaci zależności zmierzonego sygnału kalorymetrycznego wyrażonego w jednostkach 
mocy mW od temperatury. Na rys. 49 zestawiono krzywe DSC dla JA-YPFF-NH2 oraz żelu 
PAA (baza kosmetyczna oraz formulacja zawierająca koniugat). Stwierdzono brak obecności 
piku pochodzącego od koniugatu na krzywej DSC formulacji żel PAA + JA-YPFF-NH2. 
Oznacza to, że substancja aktywna jest dobrze rozpuszczalna w badanej formulacji. Ponadto, 
nie zaobserwowano wpływu dodatku koniugatu na przebieg krzywej DSC, a co za tym idzie  
na stabilność bazy kosmetycznej  

 

Rys. 49. Krzywe DSC JA-YPFF-NH2, żelu PAA oraz żelu PAA zawierającego badany koniugat. 

Na rys. 50 zestawiono krzywe DSC dla JA-YYKS-NH2 oraz żelu PAA (baza kosmetyczna 
oraz formulacja zawierająca badany koniugat). Podobnie, jak w przypadku koniugatu JA oraz 
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tetrapeptydu YPFF-NH2 stwierdzono brak obecności piku pochodzącego od koniugatu  
na krzywej DSC formulacji żel PAA + JA-YYKS-NH2. Ponadto, nie zaobserwowano wpływu 
dodatku koniugatu na przebieg krzywej DSC. Oznacza to, że analizowana substancja aktywna 
jest kompatybilna z badaną formulacją, ponieważ jest w niej dobrze rozpuszczalna  
i nie powoduje jej destabilizacji.  

 

Rys. 50. Krzywe DSC JA-YYKS-NH2, żelu PAA oraz żelu PAA zawierającego badany 
koniugat. 

Przeprowadzono również badania kompatybilności analizowanych koniugatów  
z pozostałymi formulacjami (Emulsja 1, 2, 3 oraz żel HEC). Podobnie, jak w przypadku żelu 
PAA, stwierdzono dobrą rozpuszczalność krystalicznych koniugatów w Emulsji 2, 3 (rys. 51)  
oraz żelu HEC, jak również brak zmian w przebiegu krzywej DSC bazy kosmetycznej wskutek 
addycji substancji aktywnej. W przypadku Emulsji 1 + JA-YPFF-NH2 zaobserwowano obecność 
niewielkiego piku pochodzącego od niecałkowicie rozpuszczonego koniugatu na krzywej 
badanej formulacji (rys. 52). Nie odnotowano natomiast takiego piku na krzywej Emulsji 1 bez 
dodatku koniugatu. Podobne obserwacje odnotowano w przypadku Emulsji 1 + JA-YYKS-NH2. 
Wnioskować można zatem, że krystaliczne koniugaty rozpuszczają się nieco gorzej w Emulsji 
1, niż w pozostałych preparatach. Jest to spowodowane lipofilowością koniugatów oraz dużą 
zawartością fazy wodnej. Pomimo dużej zawartości wody, żele zawierają w swoim składzie 
także alkohole (izopropanol w żelu PAA oraz gliceryna w żelu HEC), które są dobrymi 
rozpuszczalnikami badanych substancji. 
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Rys. 51. Krzywe DSC koniugatu JA-YPFF-NH2, Emulsji 3 oraz Emulsji 3 zawierającej badany 
koniugat. 

 

Rys. 52. Krzywe DSC JA-YPFF-NH2, Emulsji 1 oraz Emulsji 1 zawierającej badany koniugat. 

PODSUMOWUJĄC, zbadano kompatybilność krystalicznych koniugatów ze wszystkimi 

przygotowanymi preparatami. Stwierdzono, że badane koniugaty są najmniej kompatybilne z 
Emulsją 1, ponieważ odnotowano obecność niewielkiego piku pochodzącego od niecałkowicie 
rozpuszczonych kryształów substancji, na krzywych DSC Emulsji 1 + JA-YPFF-NH2 oraz 
Emulsji 1 + JA-YYKS-NH2. Na krzywych Emulsji 2, 3, żelu PAA oraz HEC nie odnotowano 
natomiast piku wskazującego na obecność nierozpuszczonych kryształów koniugatów. Wyniki 
analizy DSC badanych substancji aktywnych potwierdziły ich wysoką czystość. 
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20.5. Badanie rozkładu wielkości cząstek formulacji z wykorzystaniem techniki dyfrakcji 
laserowej 

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki analizy rozkładu wielkości cząstek 
(ang. Particle-size distribution, PSD) przygotowanych formulacji zawierających kwas 
jasmonowy i jego pochodne. Na rys. 53 przedstawiono przykładowe krzywe rozkładu wielkości 
cząstek formulacji zawierających koniugat JA-YPFF-NH2, otrzymane w wyniku analizy próbek 
zaraz po ich przygotowaniu. Stwierdzono, że rozkład wielkości cząstek formulacji zależy 
przede wszystkim od jej kompozycji. Zaobserwowano, że Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 
charakteryzowała się obecnością najmniejszych cząstek (mieszczących się w przedziale od 0,1 
do 5,0 µm) spośród wszystkich przygotowanych formulacji. Bimodalny rozkład wielkości 
cząstek tejże formulacji cechuje się obecnością dominującego piku odpowiadającego cząstkom 
w średnim rozmiarze około 0,4 µm. Spośród wszystkich przygotowanych emulsji, Emulsja 2 + 
JA-YPFF-NH2 cechowała się natomiast występowaniem największych cząstek w rozmiarze od 
0,8 do 120 µm, a rozkład wielkości jej cząstek ma charakter bimodalny. W PSD tejże formulacji 
odnotowano obecność dominującego piku, odpowiadającego cząstkom o średnim rozmiarze 
ok. 100 µm. Zaobserwowano także, że rozkład wielkości cząstek Emulsji 3, zawierającej JA-
YPFF-NH2 ma charakter monomodalny, charakteryzujący się występowaniem piku 
świadczącego o obecności cząstek w rozmiarze 0,1-50 µm, z przewagą cząstek o średnim 
rozmiarze 1,5 µm. W niniejszej pracy przeprowadzono również analizę PSD żelu PAA oraz 
żelu HEC, zawierających badane kwas jasmonowy i jego pochodne. Stwierdzono, że krzywa 
rozkładu wielkości cząstek żelu HEC + JA-YPFF-NH2 miała charakter monomodalny,  
a wielkości cząstek tego preparatu mieszczą się w zakresie od 10 do 500 µm. Żel HEC 
charakteryzuje się obecnością dużych cząstek ze względu na obecność polimeru 
(hydroksyetylocelulozy) w swojej kompozycji [383]. Podobne obserwacje odnotowano dla żelu 
PAA zawierającego w swoim składzie koniugat JA-YPFF-NH2. Rozkład wielkości cząstek tejże 
formulacji ma postać pojedynczego piku, świadczącego o obecności cząstek w rozmiarze 20-
200 µm. Analogiczne obserwacje odnotowano dla wszystkich formulacji zawierających 
pozostałe jasmonidy (JA, MeJ, MeDHJ oraz JA-YYKS-NH2), w związku, z czym stwierdzono, 
że rodzaj dodanego jasmonidu nie ma znaczącego wpływu na rozkład wielkości cząstek 
przygotowanych preparatów.  

 

Rys. 53. Rozkłady wielkości cząstek formulacji zawierających koniugat JA-YYKS-NH2 
otrzymane po ich przygotowaniu. 
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Badania PSD przeprowadzono także po 70 dniach ich przechowywania w temperaturze 4 
oraz 25°C, jak również po 14 dniach przechowywania w temperaturze 45°C w celu oceny 
wpływu warunków przechowywania formulacji na ich stabilność w czasie. Jak już wcześniej 
wspomniano, wzrost wielkości cząstek preparatów w czasie jest związany z tworzeniem się 
aglomeratów, co wskazuje na występowanie zjawisk destabilizacji próbki [384]. W tabeli 17 
zaprezentowano wyniki analizy rozkładu wielkości cząstek przygotowanych formulacji, 
zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. Wyniki analizy zmian PSD formulacji  
w czasie opisano za pomocą wartości D(4,3), prezentującej stosunek średniej średnicy cząstek 
do ich wielkości. Należy wspomnieć, ze wysokie wartości parametru D(4,3) świadczą  
o występowaniu więcej, niż jednego rodzaju destabilizacji próbki [385].  

W oparciu o zmiany rozkładu wielkości cząstek preparatów na bazie Emulsji 2 stwierdzono, 
że niezależnie od rodzaju dodanego jasmonidu, największe zmiany wartości parametru D(4,3) 
nastąpiły dla próbek przechowywanych w temperaturze 25 °C przez 70 dni. Wartości 
parametru D(4,3) mieszczą się w przedziale od 62,498±1,505 (Emulsja 2 + MeJ)  
do 84,221±3,441 µm (Emulsja 2 + MeDHJ) i wskazują na występowanie zjawiska aglomeracji 
cząstek tychże formulacji. Jest to prawdopodobnie związane z wysoką lepkością Emulsji 2 
(powyżej 107 000 mPa × s), która ulega obniżeniu wraz z podwyższeniem temperatury. 
Mniejsza lepkość preparatu zwiększa bowiem prawdopodobieństwo wystąpienia ruchów 
cząsteczek destabilizujących próbkę. Potwierdzeniem tego założenia może być fakt,  
że wartość parametru D(4,3) dla tej samej formulacji nie przekracza poziomu 44,270±1,872 
µm (Emulsja 2 + MeDHJ) podczas jej przechowywania w temperaturze 4 °C przez 70 dni.  

Otrzymane wartości parametru D(4,3) dla preparatów na bazie Emulsji 2 porównano  
z wartościami mediany rozkładu cząstek D(0,5). Zaobserwowano, że niezależnie od rodzaju 
dodanej substancji aktywnej, największe zmiany wartości mediany nastąpiły podczas 
przechowywania próbek w temperaturze 25 °C. Wartości parametru D(0,5) mieściły się 
bowiem w przedziale od 49,070±2,026 (Emulsja 2 + MeJ) do 93,539±4,299 µm (Emulsja 2  
+ MeDHJ). Otrzymane wyniki analizy mediany rozkładu cząstek są zgodne z wynikami analizy 
parametru D(4,3). 

W pracy nie przedstawiono wyników zmian rozkładu wielkości cząstek żadnego  
z preparatów na bazie Emulsji 2 zawierających jasmonidy, przechowywanych w temperaturze 
45°C, bowiem uległy one rozwarstwieniu (złamaniu emulsji) już po upływie doby od ich 
przechowywania w temperaturze 45ºC (rys. 54). Jest to prawdopodobnie spowodowane 
wysoką zawartością fazy tłuszczowej (79 % w/w) w kompozycji tejże formulacji. Jak 
powszechnie wiadomo, substancje tłuszczowe ulegają upłynnieniu wraz ze wzrostem 
temperatury. Upłynnienie fazy tłuszczowej preparatów na bazie Emulsji 2 spowodowało 
zniszczenie struktury emulsji i jej złamanie. Co więcej, wzrost płynności komponentów 
lipidowych przyczynia się do obniżenia lepkości formulacji, co stanowi jedną z najważniejszych 
przyczyn jej destabilizacji [386]. 

 

Rys. 54. Cela pomiarowa zawierająca rozwarstwioną Emulsję 2 + JA-YPFF-NH2. 
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W oparciu o zmiany rozkładu wielkości cząstek preparatów na bazie Emulsji 1 stwierdzono, 
że niezależnie od rodzaju dodanego jasmonidu, największe zmiany wartości parametru D(4,3) 
nastąpiły podczas przechowywania próbek w temperaturze 45°C przez 14 dni. Wartości 
parametru D(4,3) mieszczą się w przedziale od 17,451±0,641 (Emulsja 1 + MeJ)  
do 33,212±0,070 µm (Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2). Otrzymane wartości parametru D(4,3) dla 
preparatów na bazie Emulsji 1 porównano z wartościami mediany rozkładu cząstek D(0,5). 
Zaobserwowano, że niezależnie od rodzaju dodanej substancji aktywnej, największe zmiany 
wartości mediany nastąpiły podczas przechowywania próbek w temperaturze 45 °C. Wartości 
parametru D(0,5) mieściły się bowiem w przedziale od 1,271±0,005 (Emulsja 1 + MeJ)  
do 22,943±1,183 µm (Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2). Otrzymane wyniki analizy mediany rozkładu 
cząstek są zgodne z wynikami analizy parametru D(4,3) i wskazują na proces tworzenia się 
aglomeratów cząstek emulsji przechowywanych w temperaturze 45 °C. 

W celu potwierdzenia występowania zjawiska aglomeracji cząstek preparatów na bazie 
Emulsji 1 i 2, przeprowadzono ich analizę z wykorzystaniem sondy, emitującej ultradźwięki  
o częstotliwości 20 kHz. Wykorzystanie ultradźwięków do redukcji rozmiarów aglomeratów 
cząstek emulsji zostało już opisane w literaturze naukowej [387,388]. Na rys. 55 przedstawiono 
wpływ działania ultradźwięków na rozkład wielkości cząstek Emulsji 2 zawierającej  
JA-YPFF-NH2 oraz przechowywane w temperaturze 25°C przez 70 dni.  

 

Rys. 55. Wpływ działania ultradźwięków na rozkład wielkości cząstek Emulsji 2  
+ JA-YPFF-NH2, przechowywanej w temperaturze 25°C przez 70 dni. 

Zaobserwowano, że działanie ultradźwięków na zdyspergowaną próbkę spowodowało 
przesunięcie się profilu rozkładu wielkości cząstek badanej formulacji w kierunku cząstek  
o mniejszych rozmiarach. Powstała krzywa PSD ma charakter multimodalny i świadczy  
o występowaniu cząstek, mieszczących się w zakresie od 0,1 do 90 μm. Na prezentowanej 
krzywej odnotowano obecność dwóch dominujących pików, odpowiadających cząsteczkom  
w średnim rozmiarze około 0,4 µm oraz 20 μm. Otrzymane krzywe PSD są zgodne z wynikami 
analizy zmian parametru D(4,3) i dowodzą, że w wyniku przechowywania Emulsji 2  
+ JA-YPFF-NH2 w 25°C przez 70 dni występuje zjawisko aglomeracji cząstek tejże formulacji. 
Podobne obserwacje odnotowano dla pozostałych preparatów na bazie Emulsji 2. Na rys. 56 
przedstawiono z kolei wpływ działania ultradźwięków na rozkład wielkości cząstek Emulsji 1 
zawierającej JA-YPFF-NH2 oraz przechowywanej w temperaturze 45°C przez czas 14 dni. 
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Rys. 56. Wpływ działania ultradźwięków na rozkład wielkości cząstek Emulsji 1  
+ JA-YPFF-NH2 przechowywanej w temperaturze 45°C przez czas 14 dni. 

Podobnie, jak w przypadku Emulsji 2, zaobserwowano przesunięcie się krzywej rozkładu 
wielkości cząstek badanej formulacji w kierunku cząstek o mniejszych rozmiarach wskutek 
działania ultradźwięków. Powstała krzywa PSD ma charakter bimodalny, identyczny  
z rozkładem otrzymanym w wyniku analizy próbki zaraz po jej przygotowaniu. Przechowywanie 
Emulsji 1 + JA-YPFF-NH2 w temperaturze 45 °C przez czas 14 dni powoduje powstawanie 
aglomeratów cząstek, widocznych w postaci piku o maksimum przy wartości 87,457±1,001 μm. 
Wspomniany pik znika wskutek działania ultradźwięków na zdyspergowaną próbkę. Otrzymane 
krzywe PSD są zgodne z wynikami analizy zmian parametru D(4,3) i dowodzą, że w wyniku 
przechowywania Emulsji 1+ JA-YPFF-NH2 w 45 °C przez 14 dni występuje zjawisko 
aglomeracji cząstek tejże formulacji. Analogicznie obserwacje odnotowano dla pozostałych 
preparatów na bazie Emulsji 1. 

Najmniejszą zmianę wartości parametru D(4,3) w porównaniu z wynikami otrzymanymi po 
przygotowaniu preparatów, zaobserwowano dla Emulsji 3 przechowywanej w temperaturze 
4°C przez 70 dni. Odnotowano, że wartości analizowanego parametru mieszczą się w 
przedziale od 2,052±0,013 (Emulsja 3 + MeDHJ) do 2,948±1,151 µm (Emulsja 3 + JA), w 
związku z czym nie stwierdzono występowania zjawiska aglomeracji cząstek. Stwierdzono 
również, że wartości te nie różnią się znacznie od tych odnotowanych dla preparatów 
przechowywanych w temperaturze 25 °C przez 70 dni. Dowodzi to wysokiej stabilności Emulsji 
3 we wspomnianych warunkach przechowywania. Największe zmiany parametru D(4,3) 
odnotowano w przypadku preparatów przechowywanych w temperaturze 45°C. Wartości te 
mieszczą się w przedziale od 9,566±0,007 (Emulsja 3 + JA-YYKS-NH2) do 35,205±1,871 µm 
(Emulsja 3 + MeDHJ). Stwierdzono zatem, że preparaty na bazie Emulsji 3 przechowywane w 
temperaturze 45°C są mniej stabilne w porównaniu z tymi samymi formulacjami, 
przechowywanymi w temperaturze 4 oraz 25°C. Otrzymane wartości parametru D(4,3) dla 
preparatów na bazie Emulsji 3 są zgodne z wartościami mediany rozkładu cząstek D(0,5). 

Stwierdzono, że preparaty na bazie hydrożelu HEC charakteryzują się największymi 
wartościami parametru D(4,3) spośród wszystkich przygotowanych preparatów. 
Zaobserwowano jednak, że niezależnie od rodzaju dodanej substancji aktywnej, parametr ten 
niemalże nie uległ zmianie w czasie przechowywania próbek przez 70 dni, zarówno  
w temperaturze 4, jak również 25°C. Jako przykład podać można żel HEC z dodatkiem kwasu 
jasmonowego, dla którego wartości parametru D(4,3) wynoszą 144,243±0,764 µm  
(po przygotowaniu próbki), 148,894±1,127 µm (po 70 dniach w 4 °C) oraz 147,725±2,244 µm 
(po 70 dniach w 25°C). Podobne obserwacje odnotowano dla preparatów na bazie żelu PAA. 
Przykładowo, wartości parametru D(4,3) dla żelu PAA z dodatkiem kwasu jasmonowego 
wynoszą 62,697±0,454 µm (po przygotowaniu próbki), 62,915±1,106 µm (po 70 dniach w 
4°C) oraz 63,247±0,939 µm (po 70 dniach w 25°C). Otrzymane wartości parametru D(4,3)  
dla preparatów na bazie żelu HEC oraz PAA są zgodne z wartościami mediany rozkładu 
cząstek D(0,5). Duża stabilność hydrożeli podczas ich przechowywania w różnych warunkach 
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temperatury jest związana z ich kompozycją. Tego typu preparaty nie są układami 
emulsyjnymi, których destabilizacja następuje m.in. w wyniku napięcia powierzchniowego na 
granicy niemieszających się faz układu. Ponadto, kopolimery HEC i PAA tworzą strukturę sieci 
przestrzennej, która utrudnia swobodne przemieszczanie się cząsteczek fazy rozpraszającej 
[389]. W pracy nie prowadzono przyspieszonych testów starzenia dla hydrożeli, bowiem już  
po 24 godzinach ich przechowywania w temperaturze 45 °C odnotowano niemalże całkowite 
upłynnienie preparatów. Był to prawdopodobnie wynik zniszczenia sieci polimerowej przez 
działanie wysokiej temperatury. 

Tabela 17. Wyniki analizy1 rozkładu wielkości cząstek przygotowanych preparatów 
zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne, przeprowadzonej po przygotowaniu próbki 
(A), po 70 dniach przechowywania w temperaturze 4°C(B) oraz 25°C (C) oraz po 14 dniach 

przechowywania w temperaturze 45°C (D), część I. 

PREPARAT D (0,1) µm D (0,5) µm D (0,9) µm D(4,3) µm 

E1+ JA 

A 0,167 ± 0,002 0,346 ± 0,005 1,393 ± 0,011 0,577 ± 0,007 

B 0,169 ± 0,001 0,353 ± 0,004 1,453 ± 0,014 0,612 ± 0,007 

C 0,169 ± 0,001 0,353 ± 0,004 1,376 ± 0,011 3,586 ± 0,006 

D 0,543 ± 0,011 21,655 ± 0,967 93,568 ± 0,465 35,021 ± 0,350 

E2 + JA 

A 3,672 ± 0,044 15,440 ± 0,303 65,690 ± 0,214 26,040 ± 0,187 

B 4,228 ± 0,228 13,690 ± 0,665 63,677 ± 6,991 30,075 ± 1,580 

C 8,637 ± 1,225 65,498 ± 8,161 185,097 ± 9,973 82,298 ± 6,616 

D - - - - 

E3 + JA 

A 0,931 ± 0,004 2,027 ± 0,008 3,979 ± 0,007 2,547 ± 0,006 

B 0,873 ± 0,060 2,057 ± 0,023 4,135 ± 0,014 2,948 ± 1,151 

C 0,927 ± 0,034 2,078 ± 0,005 4,058 ± 0,316 3,667 ± 0,799 

D 0,387 ± 0,019 2,204 ± 0,014 9,733 ± 1,728 9,927 ± 1,331 

Żel PAA  
+ JA 

A 49,535 ± 1,105 55,847 ± 2,031 105,653 ± 1,144 62,697 ± 0,454 
B 50,002 ± 0,667 55,122 ± 0,872 105,675 ± 2,250 62,915 ± 1,106 
C 50,867 ± 1,995 54,899 ± 1,117 106,024 ± 0,991 63,247 ± 0,939 
D - - - - 

Żel HEC  
+ JA 

A 52,749 ± 2,967 139,458 ± 1,237 245,483 ± 0,978 144,243 ± 0,764 

B 53,231 ± 1,156 145,243 ± 3,665 247,143 ± 2,754 148,894 ± 1,127 

C 52,955 ± 0,734 143,866 ± 2,210 246,997 ± 3,311 147,725 ± 2,244 

D - - - - 

E1 + MeJ 

A 0,156 ± 0,000 0,287 ± 0,000 1,029 ± 0,002 0,454 ± 0,001 

B 0,164 ± 0,001 0,356 ± 0,004 1,541 ± 0,009 0,647 ± 0,006 

C 0,162 ± 0,001 0,364 ± 0,003 1,914 ± 0,059 2,735 ± 0,482 

D 0,162 ± 0,004 1,271 ± 0,005 30,228 ± 0,798 17,451 ± 0,641 

E2 + MeJ 

A 9,105 ± 0,085 38,156 ± 0,151 81,798 ± 0,495 41,972 ± 0,207 

B 7,036 ± 0,207 26,708 ± 1,178 108,0727 ± 3,938 44,270 ± 1,872 
C 8,024 ± 0,400 49,070 ± 2,026 138,284 ± 2,357 62,498 ± 1,505 
D - - - - 

E3 + MeJ 

A 0,834 ± 0,057 1,972 ± 0,009 4,126 ± 0,226 2,482 ± 0,185 

B 0,888 ± 0,032 1,761 ± 0,008 3,337 ± 0,077 2,066 ± 0,002 
C 0,957 ± 0,002 1,927 ± 0,003 3,374 ± 0,003 2,373 ± 0,014 

D 0,362 ± 0,083 2,022 ± 0,046 136,226 ± 3,741 26,851 ± 1,975 

Żel PAA 
 + MeJ 

A 47,036 ± 0,902 54,667 ± 1,144 106,112 ± 3,015 61,557 ± 2,334 
B 49,133 ± 1,175 55,004 ± 1,213 106,245 ± 1,506 61,952 ± 177 
C 49,882 ± 2,021 54,994 ± 0,799 106,873 ± 1,341 62,275 ± 1,639 
D     

Żel HEC  
+ MeJ 

A 52,104 ± 0,887 138,688 ± 1,008 242,877 ± 1,768 145,349 ± 1,454 
B 52,953 ± 2,066 144,991 ± 2,425 246,324 ± 2,034 149,204 ± 1,621 
C 53,056 ± 1,154 143,256 ± 1,160 247,212 ± 2,351 148,005 ± 0,794 
D - - - - 
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Tabela 17, część II. 

PREPARAT D (0,1) µm D (0,5) µm D (0,9) µm D(4,3) µm 

E1  
+ MeDHJ 

A 0,160 ± 0,001 0,306 ± 0,001 0,838 ± 0,002 0,446 ± 0,001 

B 0,171 ± 0,001 0,379 ± 0,002 1,608 ± 0,005 0,684 ± 0,003 

C 0,163 ± 0,001 0,366 ± 0,004 1,553 ± 0,007 3,661 ± 0,005 

D 0,526 ± 0,001 1,372 ± 0,025 87,816 ± 1,407 24,626 ± 0,428 

E2  
+ MeDHJ 

A 6,107 ± 0,231 38,047 ± 1,310 107,092 ± 4,119 43,843 ± 1,083 

B 9,055 ± 0,123 26,664 ± 0,128 130,615 ± 3,24 55,601 ± 1,560 

C 10,501 ± 0,373 93,539 ± 4,299 178,185 ± 5,419 84,221 ± 3,441 

D - - - - 

E3  
+ MeDHJ 

A 0,438 ± 0,018 1,832 ± 0,012 3,741 ± 0,009 2,34 ± 0,012 

B 0,819 ± 0,023 1,904 ± 0,010 3,493 ± 0,007 2,052 ± 0,013 

C 0,957 ± 0,001 1,972 ± 0,003 3,374 ± 0,003 2,066 ± 0,002 

D 0,399 ± 0,009 1,977 ± 0,116 110,002 ± 2,916 35,205 ± 1,871 

Żel PAA + 
MeDHJ 

A 48,216 ± 1,512 53,271 ± 2,455 105,978 ± 2,556 63,237 ± 2,354 
B 49,005 ± 0,795 53,994 ± 2,261 106,014 ± 3,006 63,052 ± 1,965 
C 49,638 ± 3,004 54,005 ± 1,329 106,272 ± 1,491 63,204 ± 3,002 
D - - - - 

Żel HEC + 
MeDHJ 

A 53,241 ± 0,887 138,688 ± 1,008 242,877 ± 1,768 143,349 ± 1,454 
B 52,998 ± 2,066 144,991 ± 2,425 246,324 ± 2,034 149,204 ± 1,621 
C 52,756 ± 1,154 143,256 ± 1,160 247,212 ± 2,351 148,005 ± 0,794 
D - - - - 

E1+  
JA-YPFF-NH2 

A 0,164 ± 0,233 0,398 ± 0,013 1,225 ± 0,723 0,611 ± 0,051 
B 0,165 ± 0,070 0,324 ± 0,216 1,399 ± 0,019 0,635 ± 0,004 
C 0,168 ± 0,004 0,361 ± 0,009 1,358 ± 0,102 2,591 ± 0,012 
D 0,567 ± 0,026 22,943 ± 1,183 87,646 ± 0,095 33,212 ± 0,070 

E2 +  
JA-YPFF-NH2 

A 3,224 ± 0,217 15,241 ± 0,156 63,992 ± 1,114 27,040 ± 1,127 
B 4,334 ± 0,224 12,905 ± 1,265 62,457 ± 2,998 31,125 ± 0,658 
C 9,113 ± 0,887 64,997 ± 0,239 183,195 ± 5,723 81,988 ± 2,136 
D - - - - 

E3 +  
JA-YPFF-NH2 

A 0,887 ± 0,041 1,998 ± 0,018 3,253 ± 0,027 2,365 ± 0,017 
B 0,913 ± 0,703 2,003 ± 0,004 3,997 ± 0,004 3,418 ± 0,152 
C 0,975 ± 0,024 2,022 ± 0,016 4,012 ± 0,512 3,647 ± 0,454 
D 0,411 ± 0,006 2,101 ± 0,023 10,014 ± 0,723 9,573 ± 1,117 

Żel PAA +  
JA-YPFF-NH2 

A 50,176 ± 2,132 54,981 ± 1,525 104,718 ± 3,536 64,357 ± 3,504 
B 50,533 ± 1,965 54,998 ± 3,062 105,114 ± 2,016 64,552 ± 1,641 
C 50,669 ± 2,904 55,011 ± 1,289 105,782 ± 2,901 64,704 ± 2,027 
D - - - - 

Żel HEC +  
JA-YPFF-NH2 

A 51,929 ± 1,657 134,226 ± 3,631 242,885 ± 3,175 146,004 ± 1,634 
B 53,166 ± 2,006 144,737 ± 2,244 248,002 ± 2,299 149,022 ± 0,897 

C 53,005 ± 0,931 143,961 ± 1,125 247,127 ± 3,018 147,995 ± 2,545 
D - - - - 

E1+  
JA-YYKS-NH2 

A 0,162 ± 0,004 0,399 ± 0,007 1,221 ± 0,163 0,609 ± 0,007 
B 0,164 ± 0,027 0,321 ± 0,102 1,397 ± 0,029 0,636 ± 0,015 
C 0,167 ± 0,034 0,362 ± 0,012 1,356 ± 0,092 3,589 ± 0,019 
D 0,566 ± 0,009 22,145 ± 0,037 87,457 ± 1,001 33,014 ± 1,021 

E2 +  
JA-YYKS-NH2 

A 3,154 ± 0,019 14,796 ± 1,062 64,251 ± 2,214 27,540 ± 2,071 
B 4,245 ± 0,019 13,140 ± 0,865 63,015 ± 1,798 31,006 ± 0,998 
C 9,070 ± 0,087 64,325 ± 2,005 183,026 ± 3,649 82,030 ± 1,166 
D - - - - 

E3 +  
JA-YYKS-NH2 

A 0,888 ± 0,012 2,005 ± 0,165 3,477 ± 0,758 2,311 ± 0,167 
B 0,912 ± 0,009 2,003 ± 0,098 4,105 ± 0,069 3,545 ± 0,052 
C 0,973 ± 0,010 2,164 ± 0,006 3,998 ± 0,192 3,577 ± 0,014 
D 0,413 ± 0,116 2,205 ± 0,194 10,005 ± 1,024 9,566 ± 0,007 
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Tabela 17, część III. 

PREPARAT D (0,1) µm D (0,5) µm D (0,9) µm D(4,3) µm 

Żel PAA +  
JA-YYKS-NH2 

A 40,996 ± 1,472 55,001 ± 2,075 103,128 ± 1,235 65,507 ± 1,214 
B 50,004 ± 3,625 55,238 ± 1,632 103,556 ± 2,215 65,972 ± 1,761 
C 51,225 ± 1,884 55,912 ± 2,849 103,892 ± 0,981 66,010 ± 3,525 
D - - - - 

Żel HEC +  
JA-YYKS-NH2 

A 51,459 ± 0,639 135,004 ± 1,532 242,332 ± 3,005 143,984 ± 1,559 

B 53,996 ± 1,997 144,476 ± 1,994 247,502 ± 1,959 148,722 ± 1,872 

C 52,905 ± 1,224 144,001 ± 2,235 247,887 ± 2,918 148,005 ± 1,335 

D - - - - 
1 Wszystkie pomiary prowadzono bez użycia sondy ultradźwiękowej. 

PODSUMOWUJĄC, zbadano wpływ warunków przechowywania na rozkład wielkości 

cząstek przygotowanych preparatów zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. Jak już 
wcześniej wspomniano, analiza zmian PSD formualcji w czasie może być pomocna w detekcji 
zjawiska aglomeracji jej cząstek, co może świadczyć o postępującym procesie destabilizacji 
próbki. W oparciu o analizę zmian rozkładu wielkości cząstek badanych formulacji w czasie 
stwierdzono, że niezależnie od warunków przechowywania, preparaty na bazie żelu PAA oraz 
HEC są stabilne w czasie, ponieważ nie zaobserwowano znaczącego zjawiska aglomeracji 
cząstek tychże preparatów. Stwierdzono również, że spośród wszystkich przygotowanych 
emulsji, najbardziej stabilne są preparaty przechowywane w temperaturze 4°C. Odnotowano 
bowiem niewielkie zmiany w rozkładzie wielkości ich cząstek w porównaniu z wynikami 
otrzymanymi od razu po przygotowaniu próbki. Najmniejszą stabilnością cechowały się z kolei 
preparaty przechowywane w temperaturze 45°C. W przypadku formulacji na bazie Emulsji 1 
oraz 2 zaobserwowano tworzenie się aglomeratów, natomiast wszystkie preparaty na bazie 
Emulsji 2 uległy rozwarstwieniu już po 24 godzinach przechowywania w temperaturze 45°C. 
Jak już wspomniano, rozwarstwienie emulsji nazywane jest „złamaniem emulsji” i jest 
procesem całkowicie nieodwracalnym. Odnotowano, że spośród wszystkich preparatów 
przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C, największą stabilnością cechowały się 
preparaty na bazie Emulsji 3. Stwierdzono także, że dodatek jasmonidów nie ma znaczącego 
wpływu na rozkład wielkości cząstek przygotowanych preparatów. Ponadto, potwierdzono 
wpływ działania ultradźwięków na rozmiar cząstek emulsji. Zmiana rozkładu wielkości cząstek 
wskutek działania ultradźwięków na zdyspergowaną próbkę może być bowiem 
wykorzystywana do detekcji zjawiska aglomeracji cząstek preparatów. 

20.6. Badanie stabilności emulsji z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania 
światła 

W celu zbadania stabilności otrzymanych emulsji kosmetycznych wykorzystano zjawisko 
wielokrotnego rozpraszania światła. Otrzymane wyniki zaprezentowano w trybie 
niereferencyjnym oraz referencyjnym. Tryb niereferencyjny przedstawiał zależność 
intensywności wstecznego rozproszenia światła (BS) od wysokości próbki w czasie (rys. 57).  
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Rys. 57. Wykres intensywności wstecznego rozproszenia światła (BS) w funkcji wysokości 
próbki dla Emulsji 1 (A) oraz Emulsji 3 (B) zawierających koniugat kwasu jasmonowego oraz 

tetrapeptydu YPFF-NH2 przechowywanych przez 70 dni w temperaturze 25°C. 

W analizie stabilności emulsji preferowanym trybem prezentacji wyników jest tryb 
referencyjny przedstawiający zmiany intensywności wstecznego rozproszenia światła (ΔBS)  
od wysokości próbki (rys. 58), ponieważ na jego podstawie można określić rodzaj zmian 
zachodzących w próbce. Parametr ΔBS oznacza różnicę pomiędzy pomiarem referencyjnym, 
wykonanym natychmiast po przygotowaniu próbki (oznaczonym jako „0 dni”), a pomiarem 
wykonanym po czasie (w przypadku badanych formulacji pomiary wykonane były w różnych 
odstępach czasowych do 70 dni od otrzymania danego preparatu).  

 

Rys. 58. Wykres zmian intensywności wstecznego rozproszenia światła (ΔBS) od wysokości 
próbki dla Emulsji 1 (A) oraz Emulsji 3 (B) zawierających koniugat kwasu jasmonowego oraz 

tetrapeptydu YPFF-NH2 przechowywanych przez 70 dni w temperaturze 25°C. 

Analiza zmian intensywności wstecznego rozproszenia światła od wysokości próbki 
umożliwia identyfikację rodzaju niestabilności próbki. W nawiązaniu do danych literaturowych 
[390], wartość parametru ΔBS≤2% badanej formulacji oznacza brak zmian w rozmiarze 
wielkości jej cząstek. Z kolei preparaty, dla których wartość parametru ΔBS przekracza 10%, 
są uznawane za układy niestabilne [391]. W przypadku Emulsji 1 + JA-YPFF-NH2 
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zaobserwowano większą zmianę wartości wstecznego rozproszenia światła (ok. 5%) w 
porównaniu z Emulsją 3, zawierającą tę samą substancję aktywną. Proces ten jest związany z 
występowaniem zjawiska flokulacji, ponieważ zmiany wartości parametru ΔBS zachodzą na 
całej wysokości badanej próbki (zmiana rozmiaru cząstek emulsji bez ich migracji w celi 
pomiarowej). Stwierdzono jednak, że wartość wstecznego rozproszenia dla obu próbek nie 
przekracza poziomu 10%, w związku z czym Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 oraz Emulsja 3  
+ JA-YPFF-NH2 przechowywane w temperaturze 25 °C przez okres 70 dni mogą zostać 
uznane za preparaty stabilne (rys. 58). W celu oceny kinetyki procesów destabilizacji, dla 
każdej przygotowanej formulacji przedstawiono profile zmian wstecznego rozpraszania światła 
(ΔBS) w funkcji czasu. 

 

Rys. 59. Profile zmian wstecznego rozproszenia światła w czasie dla emulsji zawierających JA 
przechowywanych w 4 ºC (A) oraz 25ºC (B) przez 70 dni oraz w 45ºC przez 14 dni (C). 

Na rys. 59 zaprezentowano profile zmian wstecznego rozproszenia światła dla formulacji 
zawierających kwas jasmonowy przechowywanych w różnych warunkach temperaturowych. 
Niezależnie od temperatury przechowywania preparatów, największe zmiany parametru ΔBS 
zaobserwowano dla Emulsji 1 + JA. Preparat ten uległ gwałtownemu procesowi flokulacji, 
którego intensywność wzrastała przez pierwsze dwa tygodnie od dnia jej przygotowania, 
zarówno podczas przechowywania w temperaturze 4ºC (rys. 59A) oraz 25ºC (rys. 59B).  
W obu przypadkach wartość parametru ΔBS nie przekroczyła jednak 10%, w związku z czym 
preparat ten można uznać za stabilny. Po upływie 70 dni nie zaobserwowano znaczących 
zmian we wstecznym rozpraszaniu światła dla Emulsji 1 + JA. W przypadku Emulsji 2 oraz 
Emulsji 3 zawierających JA oraz przechowywanych w temperaturze 4ºC (rys. 59A) oraz 25ºC 
(rys. 59B) zaobserwowano niewielkie zmiany parametru ΔBS (poniżej 3%), co wskazuje na 
wysoką stabilność tychże preparatów [390,391].  

Przeprowadzono również testy przyspieszonego starzenia (paragraf 5.4) otrzymanych 
preparatów. W tym celu próbki przechowywano w temperaturze 45ºC przez 14 dni. 
Stwierdzono, że Emulsja 1 + JA uległa procesowi flokulacji (rys. 59C), którego intensywność 
wzrastała przez pierwsze 5 dni od dnia jej otrzymania. Wartość parametru ΔBS przekroczyła 
poziom 10%, co oznacza, że formulacja ta ulega destabilizacji podczas jej przechowywania 
przez 14 dni w temperaturze 45 ºC. Po upływie tego czasu nie odnotowano znaczących zmian 
wstecznego rozproszenia światła dla tej formulacji. Jak już wcześniej wspomniano,  
w przypadku Emulsji 2 + JA, zaobserwowano jej rozwarstwienie (złamanie). W związku  
z powyższym, wyniki zmian parametru ΔBS w czasie dla Emulsji 2 + JA, przechowywanej  
w temperaturze 45ºC nie zostały przedstawione na rys. 59C. W oparciu o przedstawione wyniki 
badań stwierdzono, że Emulsja 3 zawierająca kwas jasmonowy wykazała największą 
stabilność we wszystkich wspomnianych warunkach przechowywania. 
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Rys. 60. Profile zmian wstecznego rozproszenia światła w czasie dla emulsji zawierających 
MeJ przechowywanych w 4 ºC (A) oraz 25 ºC (B) przez 70 dni oraz w 45 ºC przez 14 dni (C). 

  

Rys. 61. Profile zmian wstecznego rozproszenia światła w czasie dla emulsji zawierających 
MeDHJ przechowywanych w 4ºC (A) oraz 25ºC (B) przez 70 dni oraz w 45ºC przez 14 dni (C). 

W pracy przedstawiono także profile ΔBS dla formulacji zawierających jasmonian metylu 
oraz dihydrojasmonian metylu przechowywanych w temperaturze 4, 25 oraz 45ºC. Podobnie, 
jak w przypadku Emulsji 1 + JA, Emulsja 1 + MeJ przechowywana w temperaturze 4ºC  
(rys. 60A) oraz 25ºC (rys. 60B), jak również Emulsja 1 + MeDHJ przechowywana  
w temperaturze 4ºC (rys. 61A) oraz 25ºC (rys. 61B) wykazały najmniejszą stabilność spośród 
wszystkich analizowanych formulacji. Wartość parametru ΔBS tychże formulacji we 
wspomnianych warunkach przechowywania nie przekracza jednak poziomu 10%, w związku z 
czym preparaty te są uznawane za stabilne [391]. Zaobserwowano również, że Emulsja 1 + JA, 
przechowywana w temperaturze 4ºC (rys. 59A) jest mniej stabilna, niż Emulsja 1, zawierająca 
MeJ oraz MeDHJ przechowywana w tych samych warunkach (rys. 60A and 61A). Wartość 
zmian wstecznego rozproszenia światła dla Emulsji 2 oraz Emulsji 3, zawierających MeJ oraz 
MeDHJ, przechowywanych w temperaturze 4ºC (odpowiednio rys. 60A oraz rys. 61A) oraz 
25ºC (odpowiednio rys. 60B oraz 61B), nie przekroczyła wartości 2%, co świadczy o wysokiej 
stabilności tychże preparatów [390].  

Przeprowadzone testy przyspieszonego starzenia dowiodły, że Emulsja 1 + MeJ (rys. 60C), 
jak również Emulsja 1 + MeDHJ (rys. 61C) przechowywane w 45ºC, wykazują mniejszą 
stabilność (ΔBS>10%) w porównaniu z Emulsją 3 (ΔBS<10%), zawierającą te same jasmonidy 
oraz przechowywaną w tych samych warunkach. W związku z powyższym, Emulsję 1 + MeJ, 
jak również Emulsję 1 + MeDHJ uznano za preparaty niestabilne w 45°C [391]. Analogicznie  
do obserwacji odnotowanych dla preparatów zawierających JA, wszystkie zmiany wartości 
parametru ΔBS dla Emulsji 1 zawierającej jasmonian metylu oraz dihydrojasmonian metylu 
były spowodowane flokulacją preparatów. Spośród wszystkich przygotowanych preparatów 
zawierających jasmonian metylu oraz dihydrojasmonian metylu, największą stabilnością 
charakteryzowała się Emulsja 3 + MeJ oraz Emulsja 3 + MeDHJ (ΔBS<1%) [390\]. Podobnie, 
jak w przypadku Emulsji 2 zawierającej kwas jasmonowy, Emulsja 2 + MeJ oraz Emulsja 2  
+ MeDHJ uległy rozwarstwieniu po upływie 24 godzin przechowywania w 45 ºC, w związku  
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z czym wyniki zmian parametru ΔBS w czasie dla tychże formulacji nie zostały 
zaprezentowane na rys. 60C oraz 61C.  

 

Rys. 62. Profile zmian wstecznego rozproszenia światła w czasie dla emulsji zawierających  
JA-YPFF-NH2 przechowywanych w 4ºC (A) oraz 25ºC (B) przez 70 dni oraz w 45ºC przez 14 

dni (C). 

 

Rys. 63. Profile zmian wstecznego rozproszenia światła w czasie dla emulsji zawierających  
JA-YYKS-NH2 przechowywanych w 4ºC (A) oraz 25ºC (B) przez 70 dni oraz w 45ºC przez  

14 dni (C). 

W niniejszej rozprawie doktorskiej zaprezentowano także profile ΔBS dla formulacji 
zawierających koniugat JA-YPFF-NH2 (rys. 62) oraz koniugat JA-YYKS-NH2 (rys 63), 
przechowywanych w temperaturze 4, 25 oraz 45 ºC. Zaobserwowano, że Emulsja 1  
+ JA-YPFF-NH2 oraz Emulsja 1 + JA-YYKS-NH2 przechowywane w temperaturze 4ºC (rys. 62A 
oraz rys 63A) wykazały największą stabilność spośród wszystkich formulacji na bazie Emulsji 
1, przechowywanych w tej samej temperaturze. Wartość parametru ΔBS wspomnianych 
preparatów nie przekracza poziomu 2% [390]. Analogicznie do obserwacji odnotowanych dla 
preparatów zawierających JA, MeJ oraz MeDHJ, wszystkie zmiany wartości parametru ΔBS 
dla formulacji zawierających koniugaty były spowodowane zjawiskiem flokulacji emulsji, czyli 
zmianą wielkości cząstek. 

Przeprowadzone testy przyspieszonego starzenia dowiodły, że Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 
(rys. 62C), jak również Emulsja 1 + JA-YYKS-NH2 (rys. 63C) przechowywane w 45ºC są 
preparatami niestabilnymi, bowiem wartość zmian wstecznego rozproszenia światła przekracza 
poziom 10% [391]. Zaobserwowano również, że niezależnie od temperatury przechowywania, 
najstabilniejszą formulacją zawierającą koniugaty była Emulsja 3 + JA-YPFF-NH2, jak również 
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH2. Analogicznie do wszystkich przygotowanych preparatów na bazie 
Emulsji 2, przechowywanych w temperaturze 45ºC, zarówno Emulsja 2 + JA-YPFF-NH2, jak  
i Emulsja 2 + JA-YYKS-NH2 uległy złamaniu, w związku z czym nie przedstawiono profili zmian 
parametru ΔBS tychże formulacji.  

Wyniki badania stabilności przygotowanych formulacji metodą MLS dowiodły,  
że niezależnie od warunków przechowywania oraz rodzaju dodanej substancji aktywnej 
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najstabilniejszą formulacją jest Emulsja 3. Wysoka stabilność tejże emulsji może wynikać  
z temperatury jej otrzymywania (25ºC) oraz obecności autoemulgatora w kompozycji 
preparatu. Emulsja 1 oraz 2 zawierają w swoim składzie takie same ilości emulgatorów. 
Emulsja 1 zawiera bowiem 6,00 % w/w alkoholu cetylowego oraz 4,00 % wag monostearynianu 
glicerolu, natomiast Emulsja 2 - 10,00 % w/w alkoholu cetearylowego. Pomimo tego faktu 
stwierdzono mniejszą stabilność Emulsji 1. Jest to prawdopodobnie wynikiem słabej 
rozpuszczalności jasmonidów w fazie wodnej, stanowiącej większość (76,50 % w/w) 
kompozycji Emulsji 1. Emulsja 2 z kolei składa się z 79 % w/w fazy tłuszczowej stanowiącej 
dobry rozpuszczalnik dla badanych związków. Ponadto, stabilność tejże emulsji w 
temperaturze 4 oraz 25ºC jest również związana z jej lepkością. Wysoka lepkość Emulsji 2 
(powyżej 107 000 mPa × s) redukuje prawdopodobieństwo występowania ruchów Browna, 
prowadzących do aglomeracji cząstek fazy rozproszonej emulsji oraz jej destabilizacji 
[392,393]. Formulacja ta ulega natomiast rozwarstwieniu w temperaturze 45ºC, co jest 
związane z upłynnieniem fazy tłuszczowej, znacznym obniżeniem lepkości oraz zniszczeniem 
struktury emulsji. Zaobserwowano także różnicę w przebiegu profili ΔBS preparatów na bazie 
Emulsji 1. Stwierdzono, że w przypadku Emulsji 1+JA, Emulsji 1+MeJ oraz Emulsji 1+MeDHJ, 
wartości parametru ΔBS są dodatnie, podczas gdy dla Emulsji 1+ JA-YPFF-NH2 oraz Emulsji 
1+ JA-YYKS-NH2 wartości te są ujemne. Jest to związane z początkowym rozmiarem cząstek 
tychże formulacji. Zgodnie z informacjami zawartymi w instrukcji obsługi aparatu Turbiscan 
LabExpert [394], dla formulacji o początkowym rozmiarze cząstek <0,6 μm wartości parametru 
ΔBS są dodatnie, natomiast dla formulacji o początkowym rozmiarze cząstek >0,6 μm są one 
ujemne. W nawiązaniu do wyników analizy rozkładu wielkości cząstek przygotowanych 
preparatów metodą LD (tabela 17), wartości parametru D(4,3) dla Emulsji 1, zawierającej JA, 
MeJ oraz MeDHJ wynoszą odpowiednio 0,577±0,007 μm, 0,454±0,001 μm oraz 0,446±0,001 
μm, a zatem nie przekraczają rozmiaru 0,6 μm. W przypadku Emulsji 1, zawierającej koniugat 
JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2, wartości te są większe, niż 0,6 μm i wynoszą odpowiednio 
0,611±0,051 μm oraz 0,609±0,007 μm. Można zatem stwierdzić, że wyniki analizy stabilności 
formulacji metodą MLS są zgodne z wynikami otrzymanymi metodą LD. 

Każde zjawisko destabilizacji zachodzące w badanej próbce ma wpływ na wartość 
wstecznego rozpraszania oraz transmisji światła padającego na tę próbkę. Emulsja 1, 2 oraz 3 
to preparaty nieprzejrzyste, w związku z czym analizę ich stabilności prowadzono w oparciu  
o zmiany intensywności światła wstecznie rozpraszanego przez próbkę. Należy jednak 
wspomnieć, że nawet dla próbek nieprzejrzystych obserwuje się niewielką transmisję światła. 
W celu porównania stabilności wszystkich otrzymanych preparatów obliczono wartość 
parametru TSI dla przygotowanych formulacji. Indeks stabilności określa globalną stabilność 
produktu i jest wykorzystywany do porównania stabilności różnych próbek Im większa wartość 
parametru TSI, tym większa jest niestabilność badanego układu. W związku z powyższym, 
parametr TSI nazywany jest współczynnikiem niestabilności [395]. W celu determinacji wpływu 
dodatku substancji aktywnej na stabilność badanych formulacji, obliczono parametr TSI 
zarówno baz kosmetycznych, jak i preparatów zawierających kwas jasmonowy i jego 
pochodne. Wyniki obliczeń parametru TSI przygotowanych preparatów przedstawiono na rys. 
64 - 66.  



  WYNIKI BADAŃ I DYSKUSJA 

111 
 

 

Rys. 64. Wartość parametru TSI dla formulacji przechowywanych przez okres 70 dni  
w temperaturze 4 °C. 

  

Rys. 65. Wartość parametru TSI dla formulacji przechowywanych przez okres 70 dni  
w temperaturze 25°C. 
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Rys. 66. Wartość parametru TSI dla formulacji przechowywanych przez okres 14 dni  
w temperaturze 45°C. 

Stwierdzono, że wyniki kalkulacji parametru TSI są zgodne z wynikami analizy parametru 
ΔBS dla wszystkich badanych formulacji zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. 
Zaobserwowano, że największą stabilnością charakteryzują się preparaty przechowywane w 
4ºC, natomiast najmniejszą - preparaty przechowywane w 45ºC. Stwierdzono również, że 
spośród wszystkich preparatów przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25ºC, najmniej 
stabilne są formulacje na bazie Emulsji 1, natomiast najbardziej stabilne są preparaty na bazie 
Emulsji 3. Odnotowano także wpływ dodatku jasmonidów na stabilność próbki. Stwierdzono,  
że niezależnie od warunków przechowywania formulacji, dodatek każdego z badanych 
związków powoduje jej pewną destabilizację. W oparciu o otrzymane wyniki TSI dla preparatów 
przechowywanych w temperaturze 4ºC (rys. 64) stwierdzono, że spośród wszystkich substancji 
aktywnych, dodatek kwasu jasmonowego powodował największą destabilizację Emulsji 1  
(TSI = 8,6) oraz Emulsji 2 (TSI = 2,0). Dla pozostałych preparatów zawierających pochodne 
kwasu jasmonowego wartości TSI były niższe. Podobne obserwacje odnotowano  
w przypadku formulacji przechowywanych w temperaturze 25ºC (rys. 65), bo wartości 
parametru TSI dla Emulsji 1 + JA oraz Emulsji 2 + JA wynosiły odpowiednio 10,4 oraz 3,2.  
W przypadku preparatów na bazie Emulsji 3, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25ºC, 
dodatek jasmonidu powodował niewielką zmianę parametru TSI w porównaniu z bazą 
kosmetyczną. Fakt ten wskazuje na dużą stabilność formulacji na bazie Emulsji 3, 
zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne.  

Na rys. 66 przedstawiono wartości parametru TSI dla preparatów na bazie Emulsji 1 oraz 3, 
przechowywanych przez okres 14 dni w temperaturze 45 ºC. W związku z rozwarstwieniem 
wszystkich preparatów na bazie Emulsji 2 wskutek działania wysokiej temperatury, ich wartości 
TSI nie zostały zaprezentowane. Zaobserwowano, że dodatek JA powoduje największy wzrost 
parametru TSI Emulsji 1 oraz Emulsji 3 w porównaniu z pozostałymi substancjami aktywnymi. 
Wartość TSI dla Emulsji 1 + JA oraz Emulsji 3 + JA, przechowywanych w temperaturze 45ºC, 
wynosi odpowiednio 14,7 oraz 2,7. Destabilizacja próbki wskutek dodatku kwasu 
jasmonowego, niezależnie od warunków przechowywania, wynika prawdopodobnie z jego 
gęstości. JA cechuje się bowiem większą gęstością (1,1 ± 0,1 g/mL), niż MeJ oraz MeDHJ  
(1,1 ± 0,1 g/mL), co może utrudniać otrzymanie homogenicznego układu i w efekcie prowadzić 
do spadku jego stabilności. 
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PODSUMOWUJĄC, w niniejszej pracy doktorskiej zbadano wpływ warunków 

przechowywania na stabilność przygotowanych preparatów zawierających kwas jasmonowy  
i jego pochodne. W tym celu wykorzystano zjawisko wielokrotnego rozpraszania światła, które 
umożliwia detekcję wszystkich rodzajów niestabilności próbki. W oparciu o otrzymane wartości 
wstecznego rozproszenia światła stwierdzono, że największą stabilnością wykazały preparaty 
przechowywane w 4ºC, natomiast najmniejszą - preparaty przechowywane w 45ºC. 
Zaobserwowano również, że niezależnie od warunków przechowywania, największą 
stabilnością cechowały się preparaty na bazie Emulsji 3. Jest to związane z obecnością 
autoemulgatora w kompozycji wspomnianych formulacji. Wysoką stabilność odnotowano także 
dla preparatów na bazie Emulsji 2, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25 ºC. W wyniku 
przechowywania w 45ºC preparaty te ulegają natomiast rozwarstwieniu, co jest związane z 
obniżeniem ich lepkości wskutek upłynnienia fazy tłuszczowej. Najmniejszą stabilność w 
temperaturze przechowywania 4 oraz 25ºC wykazały natomiast preparaty na bazie Emulsji 1. 
Jest to prawdopodobnie związane z ich niską lepkością oraz brakiem autoemulgatora w 
kompozycji. Ponadto, stwierdzono zależność pomiędzy stabilnością preparatu a 
rozpuszczalnością substancji aktywnej w podłożu kosmetycznym. Im większa lipofilowość 
substancji aktywnych, tym lepsza ich rozpuszczalność w podłożu o dużej zawartości fazy 
tłuszczowej. Badane substancje aktywne mają charakter lipofilowy, w związku z czym słabo 
rozpuszczają się w bazie Emulsji 1 o niskiej zawartości fazy tłuszczowej (22,50 % w/w).  

W pracy zbadano także wpływ dodatku kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
na stabilność przygotowanych preparatów. Stwierdzono, że dodatek kwasu jasmonowego 
powoduje największą destabilizację Emulsji 1 oraz 2 w temperaturze przechowywania 4 oraz 
25 °C. Jest to prawdopodobnie związane z właściwościami fizykochemicznymi JA. Związek ten 
charakteryzuje się bowiem większą gęstością, niż MeJ czy MeDHJ, co może utrudniać 
otrzymanie homogenicznego układu i w efekcie prowadzić do obniżenia jego stabilności. 
Wartość parametru ΔBS wszystkich przygotowanych formulacji, przechowywanych w 
temperaturze 4 oraz 25°C nie przekracza jednak progu 10%, w związku z czym są one 
uznawane za preparaty stabilne. Wartość ΔBS>10% została odnotowana w przypadku 
preparatów na bazie Emulsji 1 przechowywanych w temperaturze 45°C. W związku z 
powyższym, zostały one uznane za niestabilne we wspomnianych warunkach przechowywania 
[390,391]. 

20.7. Badanie wpływu dodatku kwasu jasmonowego i jego pochodnych na stabilność 
termiczną formulacji z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej 

Stabilność termiczna preparatów kosmetycznych stanowi niezwykle ważny aspekt podczas 
określania warunków ich transportu oraz przechowywania. W niniejszej rozprawie doktorskiej 
przedstawiono wyniki analizy dodatku jasmonidów i ich pochodnych na stabilność termiczną 
formulacji z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej. Analiza TGA pozwala również  
na potwierdzenie udziału fazy wodnej oraz tłuszczowej w kompozycji emulsji. Podczas 
przechowywania produktu, po jego otwarciu może nastąpić zmiana zawartości procentowej 
fazy wodnej wskutek jej parowania. Tendencja preparatu do utraty wody może świadczyć o 
jego niestabilności. W związku z powyższym przeprowadzono jakościową analizę składu faz 
przygotowanych formulacji na podstawie analizy etapów ubytku masy próbki. Badania 
prowadzono po czasie 70 dni od preparatyki formulacji, przechowywanych w temperaturze 
25°C. Wybór warunków przechowywania próbki przeznaczonej do analizy TGA był celowy ze 
względu na większe narażenie próbki na parowanie wody w 25°C, aniżeli w 4°C. Ponadto, 
preparaty zakupione przez konsumentów są przechowywane po otwarciu w pomieszczeniu,  
w którym temperatura oscyluje zwykle w granicach 25°C.  
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Rys. 67. Wykres termograwimetryczny przygotowanych formulacji zawierających koniugat  
JA-YPFF-NH2.  

Na rys. 67 przedstawiono wykres termograwimetryczny przygotowanych preparatów 
zawierających koniugat JA-YPFF-NH2. Krzywa TGA badanej formulacji przedstawia spadek 
jej masy wskutek wzrostu temperatury. Stopnie widoczne na krzywych TGA formulacji 
(zaznaczone przerywaną linią na rys. 67) stanowią etapy ubytku masy próbki i są związane 
odparowaniem fazy wodnej próbki. Potwierdzeniem tego założenia jest fakt, że wysokość 
pierwszego stopnia krzywej TGA każdej formulacji odpowiada procentowej zawartości wody 
w kompozycji preparatu. Ponadto, gwałtowne nachylenie krzywych odpowiadające 
spadkowi masy próbki, zachodzi wówczas, gdy układ zbliża się do wartości temperatury 
100°C (temperatura wrzenia wody). Dalsze stopnie przedstawionych krzywych TGA są 
związane z rozkładem pozostałych komponentów badanych preparatów. W przypadku 
Emulsji 1, 2 oraz 3 są to komponenty fazy tłuszczowej, natomiast w przypadku hydrożeli 
obserwuje się rozkład komponentów konsystencjotwórczych (karbomer kwasu akrylowego 
w żelu PAA oraz hydroksyetyloceluloza w żelu HEC). W oparciu o otrzymane wyniki badań 
stwierdzono, że zawartość fazy wodnej przygotowanych formulacji kosmetycznych 
zawierających JA-YPFF-NH2 nie ulega zmianie w okresie ich przechowywania  
w temperaturze 25°C, co świadczy o ich stabilności termicznej. Analogiczne obserwacje 
odnotowano dla preparatów zawierających pozostałe substancje aktywne (JA, MeJ, MeDHJ 
oraz JA-YYKS-NH2). Wykorzystanie analizy termograwimetrycznej do oceny zawartości 
fazy wodnej formulacji zostało już przedstawione w literaturze. Frenkel i Garti [396] 
wykorzystali TGA do oceny stabilności emulsji typu o/w, podczas gdy Kim i in. [397] 
przeprowadzili analizę zawartości wody w hydrożelach zawierających kwas hialuronowy.  

Głównym celem przeprowadzonej analizy TGA było zbadanie wpływu dodatku 
jasmonidów i ich pochodnych na stabilność termiczną przygotowanych preparatów.  
W związku z powyższym przeprowadzono badania samych baz kosmetycznych oraz 
formulacji zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. W celu lepszej interpretacji 
wyników do otrzymanych krzywych TGA wyznaczono styczne, których przecięcie 
odzwierciedla temperaturę, przy której próbka zaczyna ulegać zmianom masy. Ponadto, 
wyznaczono pierwszą pochodną każdej z otrzymanych krzywych termograwimetrycznych 
względem temperatury. Wyznaczanie pochodnej krzywej TGA jest nazywane różnicową 
analizą termograwimetryczną (ang. differential thermal analysis, DTA) i umożliwia ocenę 
zmiany szybkości rozkładu próbki wraz ze wzrostem temperatury. Minimum krzywej DTA 
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stanowi odzwierciedlenie momentu, w którym przemiana próbki związana z jej utratą masy 
zachodzi najszybciej. Im niższa temperatura układu, w której krzywa DTA osiągnie swoje 
minimum, tym mniejsza stabilność termiczna badanej próbki [398]. Na rys. 68 
przedstawiono krzywe TGA oraz DTA dla żelu PAA + JA-YPFF-NH2.  

 

Rys. 68. Wykres przedstawiający krzywe TGA oraz DTA dla żelu PAA + JA-YPFF-NH2. 

W oparciu o styczną do krzywej TGA wyznaczono początkową temperaturę zmian próbki 
[399], która wynosi 60,12°C (kolor czerwony). Dodatkowo, w oparciu o wyznaczoną krzywą 
DTA (kolor niebieski) odnotowano najszybszy rozkład próbki w temperaturze 99,63°C, co jest 
związane z utratą wody (97% w/w całkowitej masy próbki). W ramach niniejszej pracy 
doktorskiej przeprowadzono analizę TGA i DTA wszystkich przygotowanych formulacji w celu 
porównania ich stabilności termicznej, a otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 18.  
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Tabela 18. Zestawienie wyników analizy TGA oraz DTA przygotowanych formulacji 
zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. 

FORMULACJA 
POCZĄTKOWA TEMPERATURA 

ROZKŁADU PRÓBKI (°C) 
TEMPERATURA NAJSZYBSZEGO 

ROZKŁADU PRÓBKI (°C) 

Emulsja 1 61,86 96,94 

Emulsja 1 + JA 60,34 94,37 

Emulsja 1 + MeJ 60,41 95,45 

Emulsja 1 + MeDHJ 60,45 95,23 

Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 61,25 94,50 

Emulsja 1 + JA-YYKS-NH2 60,75 94,97 

Emulsja 2 103,68 110,17 

Emulsja 2 + JA 101,89 106,33 

Emulsja 2 + MeJ 102,91 108,12 

Emulsja 2 + MeDHJ 102,14 107,98 

Emulsja 2 + JA-YPFF-NH2 103,18 109,50 

Emulsja 2 + JA-YYKS-NH2 103,25 109,32 

Emulsja 3 84,25 110,50 

Emulsja 3 + JA 82,99 108,23 

Emulsja 3 + MeJ 82,81 108,85 

Emulsja 3 + MeDHJ 83,65 109,10 

Emulsja 3 + JA-YPFF-NH2 83,79 109,64 

Emulsja 3 + JA-YYKS-NH2 84,11 109,78 

Żel PAA 58,64 100,17 

Żel PAA + JA 57,02 97,15 

Żel PAA + MeJ 57,15 98,22 

Żel PAA + MeDHJ 57,36 98,56 

Żel PAA + JA-YPFF-NH2 58,11 99,17 

Żel PAA + JA-YYKS-NH2 58,23 99,24 

Żel HEC 60,35 99,86 

Żel HEC + JA 58,97 97,12 

Żel HEC + MeJ 59,45 98,88 

Żel HEC + MeDHJ 59,61 98,92 

Żel HEC + JA-YPFF-NH2 60,12 99,63 

Żel HEC + JA-YYKS-NH2 60,04 99,75 

 

W oparciu o wyniki badań przedstawione w tabeli 18 stwierdzono, że spośród wszystkich 
przygotowanych emulsji najmniejszą stabilnością termiczną cechują się preparaty na bazie 
żelu PAA, których początkowa temperatura rozkładu mieści się w zakresie od 57,02 °C  
(żel PAA + JA) do 58,64 °C (baza żelu PAA). Najszybszy rozkład preparatów na bazie żelu 
PAA zaobserwowano w przedziale temperaturowym od 97,15°C (żel PAA + JA) do 100,17°C 
(baza żelu PAA). Największą stabilnością termiczną wykazały preparaty na bazie Emulsji 2, 
których temperatura rozkładu mieści się w przedziale od 103,68 °C (Emulsja 2 + JA) do 101,89 
°C (baza Emulsji 2). Najszybszy rozkład preparatów na bazie żelu PAA następuje w przedziale 
temperatur od 108,23°C (Emulsja 2 + JA) do 110,50 °C (baza Emulsji 2). Zaobserwowano 
zależność pomiędzy zawartością wody a stabilnością termiczną preparatu; im mniejsza 
zawartość wody w kompozycji, tym wyższa temperatura początkowa rozkładu próbki. Wynika 
to z faktu, że wzrost temperatury powoduje parowanie fazy wodnej, a dopiero następnie  
- termiczny rozkład oraz spopielenie pozostałych komponentów formulacji.  
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Zgodnie z powyższym, przygotowane preparaty można uszeregować zgodnie z rosnącą 
stabilnością termiczną według następującego schematu (rys. 69): 

 

Rys. 69. Schemat stabilności termicznej przygotowanych formulacji. 

W oparciu o wyniki badań przedstawione w tabeli 18 oraz na rys. 69 stwierdzono, że rodzaj 
substancji aktywnej nie ma znaczącego wpływu na stabilność termiczną przygotowanych 
formulacji. Zaobserwowano, że moment początkowej temperatury rozkładu próbki, jak również 
temperatury, w której następuje najszybszy jej rozkład wykazują podobne wartości dla danej 
bazy kosmetycznej, jak i preparatu zawierającego substancję aktywną. Należy wspomnieć,  
że stabilność termiczna (badana przy użyciu metody TGA i DTG) nie jest tożsama ze 
stabilnością w czasie (badaną metodą MLS).  

PODSUMOWUJĄC, w przedkładanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono ocenę 

wpływu dodatku jasmonidów i ich pochodnych na stabilność termiczną formulacji z 
wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej. Odnotowano brak wpływu dodatku substancji 
aktywnych nastabilność termiczną wszystkich przygotowanych preparatów. Stwierdzono,  
że stabilność termiczna formulacji zależy przede wszystkim od ich kompozycji. 
Zaobserwowano, że im większa zawartość fazy wodnej formulacji, tym szybsza jej degradacja 
w wyniku działania wysokich temperatur. W związku z powyższym, największą stabilnością 
termiczną cechowały się preparaty na bazie Emulsji 2 (20,50 % w/w fazy wodnej), natomiast 
najmniejszą - preparaty na bazie żelu PAA (99 % w/w fazy wodnej). Analiza TGA została 
również wykorzystana do oceny zmian składu kompozycji preparatów w czasie. W oparciu o 
wyniki badań nie odnotowano zmian w składzie przygotowanych formulacji zawierających kwas 
jasmonowy i jego pochodne. 

20.8. Oznaczanie kwasu jasmonowego i jego pochodnych w preparatach kosmetycznych za 
pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej  

Skuteczność działania produktów pielęgnacyjnych zależy nie tylko od ilości substancji 
aktywnej, jaka uwalnia się z danego podłoża do skóry, ale również od stabilności tejże 
substancji w danym preparacie kosmetycznym. Wysokosprawna chromatografia cieczowa 
została wykorzystana w niniejszej pracy doktorskiej do jakościowego i ilościowego oznaczenia 
jasmonidów i ich pochodnych w przygotowanych formulacjach kosmetycznych. 

20.8.1. Wyznaczanie czasów retencji badanych związków 

W oparciu o analizę jakościową przygotowanych roztworów wzorcowych ustalono czas 
retencji badanych związków, które przedstawiono w tabeli 19.  
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Tabela 19. Wyznaczone czasy retencji badanych jasmonidów i ich pochodnych.  

WZORZEC  CZAS RETENCJI (MIN)  

JA  11,1  

MeJ 13,9  

MeDHJ  14,7  

JA-YPFF-NH2 10,7  

JA-YYKS-NH2 8,6 

 

20.8.2. Sporządzenie krzywych kalibracyjnych oraz walidacja metody 

Kolejnym etapem badań było sporządzenie krzywych kalibracyjnych z wykorzystaniem 
roztworów wzorcowych badanych jasmonidów i ich pochodnych. Następnie  
dla otrzymanych krzywych kalibracyjnych, wyznaczono równanie regresji liniowej oraz 
współczynnik korelacji R2. Dla każdej serii pomiarów stężeń substancji aktywnej obliczono 
również odchylenia standardowe. Na rys. 70 przedstawiono krzywą kalibracyjną  
dla koniugatu JA-YPFF-NH2. Przedstawiona krzywa, jak również krzywe kalibracyjne dla 
pozostałych jasmonidów miały charakter prostoliniowy.  

  

Rys. 70. Krzywa kalibracyjna dla koniugatu JA-YPFF-NH2. 

W tabeli 20 przedstawiono równania regresji liniowej opisujące krzywe wzorcowe dla 
badanych związków. Zaobserwowano, że współczynniki korelacji R2 dla wszystkich 
sporządzonych krzywych są bliskie jedności, co oznacza wysoki wskaźnik dopasowania 
modelu do danych empirycznych [400]. 

Tabela 20. Równania regresji liniowej, opisujące krzywe wzorcowe dla badanych 
jasmonidów. 

WZORZEC  RÓWNANIE REGRESJI LINIOWEJ  WSPÓŁCZYNNIK KORELACJI R2 (-) 

JA  y = 1,468x + 0,283 0,985 

MeJ y = 1,696x + 0,319 0,996 

MeDHJ  y =  2,715x - 0,666 0,995 

JA-YPFF-NH2 y = 12,297x + 0,991 0,999 

JA-YYKS-NH2 y = 12,264x + 0,781 0,999 

Współczynnik korelacji dla wszystkich wyznaczonych krzywych kalibracyjnych mieści się 
w przedziale wartości 0,9 - 1,0. Zgodnie ze Skalą Guillforda świadczy to o bardzo dobrym 
dopasowaniu modelu i oznacza, że równanie regresji w wysokim stopniu wyjaśnia 
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zmienność zmiennej zależnej (powierzchni piku, oś y) od zmiennej niezależnej (stężenie 
jasmonidu, oś x) [401]. Otrzymane krzywe kalibracyjne dowodzą o szerokim zakresie 
liniowości opracowanej metody przy zachowaniu wysokich współczynników korelacji. 
Otrzymane wartości odchyleń standardowcyh wskazywały na wysoką powtarzalność 
metody. Przed rozpoczęciem analizy HPLC przygotowanych preparatów wyznaczono 
również parametry LOD i LO  opracowanej metody analitycznej. Otrzymane wartości 
parametrów LOD i LO  wynoszą odpowiednio 0,307 mg/mL oraz 0,921 mg/mL. 

20.8.3. Ocena potencjalnego wpływu podłoża kosmetycznego na wyniki analizy  

Kolejnym etapem badań było ustalenie, czy przygotowane bazy kosmetyczne nie 
posiadają w swoim składzie substancji o czasie retencji takim samym z badanymi 
jasmonidami. W tym celu przeprowadzono analizę HPLC formulacji niezawierających 
jasmonidów i ich pochodnych. Na otrzymanych chromatogramach nie stwierdzono 
obecności pików w przedziale czasowym, w którym odnotowano czasy retencji badanych 
jasmonidów (10 - 15 min).  

20.8.4. Oznaczanie jakościowe oraz ilościowe kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
w preparatach kosmetycznych 

Znaczny spadek stężenia substancji aktywnej w preparacie kosmetycznym jest zmianą 
ilościową i może świadczyć o niestabilności tejże substancji w zdefiniowanych warunkach 
przechowywania. Indykatorem niestabilności substancji może być również zmiana jej czasu 
retencji przy niezmienionych warunkach analizy HPLC (zmiana jakościowa substancji).  
Na rys. 71 przedstawiono zestawienie chromatogramów wzorca koniugatu JA-YPFF-NH2, 
jak również koniugatu obecnego w Emulsji 3 przechowywanej przez czas 70 dni w 25°C. 
Zgodność czasów retencji potwierdza, że koniugat nie ulega zmianom jakościowym jako 
substancja aktywna formulacji przechowywanej w wyżej wspomnianych warunkach. W 
pracy potwierdzono zgodność czasów retencji wzorców wszystkich badanych jasmonidów z 
tymi obecnymi w przygotowanych formulacjach przechowywanych przez okres 70 dni  
w temperaturze 4 oraz 25°C. 

 

Rys. 71. Zestawienie chromatogramów wzorca koniugatu JA-YPFF-NH2 oraz koniugatu 
obecnego w Emulsji 3  przechowywanej przez czas 70 dni w 25°C 

Przeprowadzono także oznaczanie ilościowe JA i jego pochodnych w przygotowanych 
formulacjach przechowywanych w wyżej wspomnianych warunkach. Analiza ilościowa 
miała na celu określenie zmian stężenia jasmonidów w otrzymanych preparatach 
kosmetycznych. W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki analizy ilościowej 
jasmonidów w przygotowanych preparatach po okresie przechowywania 70 dni w 
temperaturze 4 oraz 25°C. Nie przedstawiono natomiast wyników dla preparatów 
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przechowywanych w temperaturze 45°C. W oparciu o wyniki badań stabilności preparatów 
metodą MLS oraz LD w 45°C stwierdzono, że Emulsja 3 jest jedyną stabilną formulacją 
podczas przechowywania w temperaturze 45°C. Pozostałe emulsje (1 oraz 2) zostały 
uznane za niestabilne podczas przechowywania w 45°C. Substancja aktywna stanowi 
część kompozycji preparatu kosmetycznego. W związku z powyższym, brak stabilności 
preparatu czyni go niezdatnym do użytku nawet, jeśli ilość substancji aktywnej nie zmienia 
się w czasie.  

Stężenie badanych substancji obliczono w oparciu o równania regresji liniowej, 
przedstawione w tabeli 20. Dodatkowo, obliczono procentowy ubytek jasmonidu  
w odniesieniu do jego początkowej zawartości w analizowanej formulacji. Przy założeniu, że 
jasmonidy nie ulegają degradacji w otrzymanych preparatach kosmetycznych, ich całkowite, 
teoretyczne stężenie w próbce przygotowanej do analizy HPLC wynosi 5 mg/mL (paragraf 
17.9.3). Wyniki analizy ilościowej kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
w przygotowanych formulacjach przedstawiono w tabeli 21.  

Tabela 21. Analiza ilościowa kwasu jasmonowego i jego pochodnych w 
przygotowanych preparatach po okresie przechowywania 70 dni w temperaturze 4 oraz 

25 °C, część I. 

BADANY ZWIĄZEK PREPARAT 
TEMPERATURA 

PRZECHOWYWANIA 

(˚C) 

OBLICZONE 

STĘŻENIE  
(mg/mL, ± S.D1) 

ŚREDNIA WARTOŚĆ 
UBYTKU JASMONIDU 

(%) 

 
JA 

Emulsja 1 
4 5,155 ± 0,000 0,00* 
25 4,830 ± 0,460 3,4 

Emulsja 2 
4 4,830 ± 0,460 3,4 
25 4,480 ± 0,956 10,4 

Emulsja 3 
4 5,155 ± 0,000 0,00* 
25 4,480 ± 0,956 10,4 

Żel PAA 
4 4,830 ± 0,460 3,4 
25 4,480 ± 0,956 10,4 

Żel HEC 
4 4,830 ± 0,460 3,4 
25 4,480 ± 0,956 10,4 

 
MeJ 

Emulsja 1 
4 5,000 ± 0,000 0,00 
25 4,680 ± 0,460 6,40 

Emulsja 2 
4 4,354 ± 0,000   12,92 
25 4,354 ± 0,000 12,92 

Emulsja 3 
4 5,205 ± 0,283 0,00* 
25 4,354 ± 0,000 12,92 

Żel PAA 
4 4,680 ± 0,460 6,40 
25 4,354 ± 0,000 12,92 

Żel HEC 
4 4,680 ± 0,460 6,40 

25 4,354 ± 0,000 12,92 

 
MeDHJ 

Emulsja 1 
4 5,205 ± 0,425 0,00* 

25 5,005 ± 0,000 0,00* 

Emulsja 2 
4 5,005 ± 0,000 0,00* 

25 4,805 ± 0,283 3,90 

Emulsja 3 
4 5,155 ± 0,212 0,00* 

25 4,955 ± 0,495 0,90 

Żel PAA 
4 5,155 ± 0,212 0,00* 

25 5,005 ± 0,000 0,00* 

Żel HEC 
4 5,155 ± 0,212 0,00* 

25 5,005 ± 0,000 0,00* 
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Tabela 21, część II. 

BADANY ZWIĄZEK PREPARAT 
TEMPERATURA 

PRZECHOWYWANIA 

(˚C) 

OBLICZONE 

STĘŻENIE  
(mg/mL, ± S.D1) 

ŚREDNIA WARTOŚĆ 
UBYTKU JASMONIDU 

(%) 

JA-YPFF-NH2 

 

Emulsja 1 
4 5,205 ± 0,425 0,00* 
25 5,005 ± 0,000 0,00* 

Emulsja 2 
4 5,005 ± 0,000 0,00* 
25 4,805 ± 0,283 3,90 

Emulsja 3 
4 5,155 ± 0,212 0,00* 
25 4,955 ± 0,495 0,90 

Żel PAA 
4 5,005 ± 0,000 0,00* 
25 4,955 ± 0,495 0,90 

Żel HEC 
4 5,005 ± 0,000 0,00* 
25 4,955 ± 0,495 0,90 

JA-YYKS-NH2 

Emulsja 1 
4 4,955 ± 0,322 0,90 

25 4,940 ± 0,322 1,20 

Emulsja 2 
4 4,800 ± 0,088 4,00 

25 4,800 ± 0,088 4,00 

Emulsja 3 
4 4,955 ± 0,322 0,90 

25 4,940 ± 0,322 1,20 

Żel PAA 
4 5,000 ± 0,00 0,00 

25 4,955 ± 0,322 0,90 

Żel HEC 
4 4,964 ± 0,376 0,80 

25 4,955 ± 0,322 0,90 
1S.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe 

 
W oparciu o wyniki badań przedstawione w tabeli 21 stwierdzono, że wszystkie badane 

jasmonidy wykazują większą stabilność w preparatach przechowywanych w temperaturze 
4°C. Związek MeDHJ wykazał się największą stabilnością spośród badanych jasmonidów, 
bowiem zaobserwowano jego najniższy ubytek w formulacji po 70 dniach przechowywania 
w temperaturze 4 oraz 25°C. Stwierdzono również wysoką stabilność koniugatów  
JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2, poniewaź ich ubytek w formulacji nie przekraczał 
odpowiednio 3,90 % oraz 4,00 % początkowego stężenia. Stwierdzono również,  
że najmniej stabilnym jasmonidem spośród badanych związków jest MeJ przechowywany  
w temperaturze 25°C, bowiem jego ubytek wynosił 12,92 %. Zaobserwowano,  
że w niektórych przypadkach (m.in. MeDHJ + Emulsja 1, JA-YPFF-NH2 + Emulsja 1) 
obliczone stężenie przekracza początkową, teoretyczną zawartość jasmonidu  
w otrzymanym preparacie (5 mg/mL). Wówczas średnia wartość ubytku jasmonidu została 
oznaczona jako 0,00%* i jest ona prawdopodobnie wynikiem błędu aparaturowego oraz/lub 
analitycznego, popełnionego przy odważaniu substancji aktywnej podczas 
przygotowywania formulacji kosmetycznej, bądź przy przygotowywaniu naważki preparatu, 
z której wykonywano próbki do analizy HPLC.  

PODSUMOWUJĄC, w niniejszej pracy doktorskiej opracowano metodykę oznaczania 

jasmonidów i ich pochodnych w formulacjach kosmetycznych. Przed rozpoczęciem badań 
przeprowadzono walidację metody analitycznej. Wyznaczone krzywe regresji liniowej 
charakteryzowały się wysokimi współczynnikami korelacji, co świadczy o liniowości metody 
w określonym przedziale stężeń substancji aktywnej. Wyznaczono także czasy retencji 
badanych związków. Ponadto, zdeterminowano wpływ warunków przechowywania 
przygotowanych preparatów na stabilność jasmonidów w ich kompozycji. Stwierdzono,  
że wszystkie badane jasmonidy wykazują większą stabilność w preparatach 
przechowywanych w temperaturze 4°C. Jest to prawdopodobnie związane z faktem,  
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że kwas jasmonowy i jego pochodne zaliczane są do grupy VOCs, które w wyższych 
temperaturach łatwo przechodzą w postać pary lub gazu. Dzięki takim właściwościom, 
jasmonidy biorą udział w tzw. „komunikacji” między sąsiadującymi roślinami, co jest 
nieodzownym elementem ich obrony na atak patogenów i innych czynników stresowych 
[402]. W związku z powyższym, im niższa temperatura przechowywania, tym lepsza 
stabilność preparatów zawierających jasmonidy. Ponadto, producenci wzorców kwasu 
jasmonowego i jego pochodnych zalecają przechowywanie produktów w niskich 
temperaturach w celu przedłużenia okresu ich trwałości i stabilności [403]. 

20.9. Badanie przenikania substancji aktywnych przez bariery imitujące skórę in vitro  

Ilość substancji aktywnej, jaka uwalnia się z podłoża kosmetycznego, ma znaczący wpływ 
na skuteczność jej działania. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badania in vitro, 
przeprowadzonego w celu oceny teoretycznej ilości jasmonidów i ich pochodnych uwalnianych 
z przygotowanych preparatów kosmetycznych wskutek dyfuzji przez semiprzepuszczalne 
membrany imitujące bariery skórne. W pracy zbadano również wpływ poszczególnych 
czynników (lepkości formulacji oraz modyfikacji cząsteczki) na stopień przenikania substancji 
aktywnych przez membrany imitujące skórę in vitro.  

W wyniku uwalniania cząsteczek substancji aktywnej z podłoża, następuje zmiana jej 
stężenia w roztworze akceptorowym. W związku z powyższym, ilość uwolnionej substancji jest 
obliczana w oparciu o pomiar zmian absorbancji w czasie zgodnie z prawem Lamberta-Beera. 
Pomiar ten prowadzony jest przy analitycznej długości fali badanego związku. Wyniki badań 
kinetyki uwalniania substancji aktywnych in vitro przedstawiane są w postaci profilu uwalniania 
mającego charakter krzywej zależności % uwalniania substancji aktywnej od czasu. 
Dostępność substancji aktywnej jest mierzona w warunkach laboratoryjnych i określa ilość 
tejże substancji, jaka uwalnia się z preparatu i przechodzi przez membranę do płynu 
akceptorowego. Każdy pomiar powtarzano trzykrotnie, a następnie obliczono wartość średnią 
oraz odchylenie standardowe. Na rys. 72 - 73 przedstawiono profile uwalniania jasmonidów i 
ich pochodnych z przygotowanych formulacji kosmetycznych. 
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 Rys. 72. Profile uwalniania JA (A), MeJ (B) oraz MeDHJ (C) z przygotowanych formulacji kosmetycznych. 
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Rys. 73. Profile uwalniania JA- YPFF-NH2 (A) oraz JA- YYKS-NH2 (B) z przygotowanych formulacji kosmetycznych.
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20.9.1. Wpływ lepkości na ilość uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
z przygotowanych formulacji 

W oparciu o przedstawione profile uwalniania stwierdzono, że bez względu na badaną 
substancję aktywną, największa ilość jasmonidów jest uwalniana z żelu PAA. Wartości te 
dla JA, MeJ oraz MeDHJ wynoszą odpowiednio 44,99, 45,37 oraz 62,50 % (rys. 72). 
Podobne obserwacje odnotowano w przypadku koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-
NH2, których dyfuzja transmembranowa z żelu PAA do roztworu akceptorowego zachodziła 
odpowiednio w 68,75 % oraz 65,28 % (rys. 73). W przypadku żelu HEC ilość uwolnionych 
jasmonidów jest niższa, niż w przypadku żelu PAA, bowiem dla JA, MeJ oraz MeDHJ 
wynosi odpowiednio 38,87 %, 39,74 % oraz 58,91 %. Analogiczne spostrzeżenia 
otrzymano dla badanych koniugatów, których cząsteczki dyfundowały z żelu HEC do 
medium w 63,34 % (JA-YPFF-NH2) oraz 60,51 % (JA-YYKS-NH2). Analizując wyniki 
uwalniania jasmonidów z Emulsji 1 stwierdzono, że ilość uwolnionych substancji aktywnych 
jest mniejsza, niż w przypadku żelu PAA oraz HEC i wynosi 32,48 % dla JA, 30,82 % dla 
MeJ, 56,42% dla MeDHJ, 59,06% dla JA-YPFF-NH2 oraz 50,09% dla JA-YYKS-NH2. 
Odnotowano również, że w porównaniu z wynikami otrzymanymi dla Emulsji 1, dyfuzja 
cząsteczek badanych substancji z Emulsji 3 zachodzi w mniejszym stopniu i dla JA, MeJ, 
MeDHJ wynosi odpowiednio 28,50, 27,91 oraz 46,02 %. Podobne obserwacje otrzymano 
dla badanych koniugatów, dla których ilość uwalniania z Emulsji 3 była równa 55,45 % dla 
JA-YPFF-NH2 oraz 42,99 % dla JA-YYKS-NH2. W przeciwieństwie do żelu na bazie 
karbomeru kwasu akrylowego, uwalnianie JA, MeJ oraz MeDHJ z Emulsji 2 zachodziło w 
najmniejszym stopniu, a ilość uwolnionej substancji aktywnej wynosiła odpowiednio 20,89, 
20,42 oraz 20,01 %. Analogiczne wnioski otrzymano w oparciu o analizę profili uwalniania 
badanych koniugatów z Emulsji 2, bowiem ilość JA-YPFF-NH2 uwalnianego do medium 
wynosiła 4,09 %, natomiast ilość uwalnianego JA-YYKS-NH2 wynosiła 10,93 %.  

Otrzymane wyniki wskazują na kluczowy wpływ lepkości podłoża na ilość uwalnianej 
substancji. Uwalnianie badanych jasmonidów zachodzi w największym stopniu z żelu PAA, 
charakteryzującego się najmniejszą lepkością spośród wszystkich przygotowanych 
formulacji (zakres 7 100 - 7 700 mPa × s). Nieco mniejsza ilość badanych substancji jest 
uwalniania z żelu HEC, którego lepkość mieści się w zakresie 8 000 - 8 400 mPa × s. 
Analizując wyniki uwalniania jasmonidów z Emulsji 1 (zakres lepkości 14 400 - 15 400 mPa 
× s) stwierdzono, że ilość uwolnionych substancji aktywnych jest mniejsza w porównaniu z 
żelem PAA, ale większa w porównaniu z Emulsją 3 (zakres lepkości 24 600 - 25 400 
mPa × s). Formulacją o największej lepkości jest Emulsja 2 (zakres 106 800 - 107 700 mPa 
× s), z której badane substancje aktywne dyfundują w najmniejszym stopniu.  

20.9.2. Wpływ lepkości na współczynnik dyfuzji kwasu jasmonowego i jego pochodnych 
z przygotowanych formulacji 

W pracy obliczono także współczynnik dyfuzji (D) badanych substancji aktywnych, 
wykorzystując równanie Einsteina-Smoluchowskiego: 

D  
kT

6 r 
 (14), 

 

gdzie: 

D - współczynnik dyfuzji (m2/s), 
T - temperatura w stopniach Kelvina (K),  
K - stała Boltzmana [1,380658E-23 ± 1.2E-28 (J/K), 
  - lepkość preparatu (Pa × s), 
r - promień dyfundującej cząsteczki (Å). 
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Promień cząsteczki (r), obecny we wzorze na współczynnik dyfuzji, obliczono 
wykorzystując równanie (15). Wartości objętości cząsteczek, niezbędne do kalkulacji ich 
promienia, obliczono z wykorzystaniem programu Calculation of Molecular Properties and 
Bioactivity Score, Molinspiration Cheminformatics [404]. 

r   
3V

4 

3

 (15), 

gdzie: 

r - promień dyfundującej cząsteczki (Å),  
V - objętość dyfundującej cząsteczki (Å3). 
 

Wyniki kalkulacji wartości promieni cząsteczek badanych substancji aktywnych 
przedstawiono w tabeli 22. 

Tabela 22. Wartości objętości oraz promieni cząsteczek kwasu jasmonowego i jego 
pochodnych. 

BADANY ZWIĄZEK V (Å3, ±S.D.1) r (Å, ±S.D.1) 

JA 209,42±0,52 3,68±0,01 

MeJ 226,95±0,57 3,78±0,01 

MeDHJ 233,13±0,58 3,82±0,02 

JA-YPFF-NH2 718,14±1,79 5,56±0,01 

JA-YYKS-NH2 698,05±1,74 5,50±0,02 
1S.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe 

 
Zaobserwowano, że największym promieniem cechuje się cząsteczka koniugatu  

JA-YPFF-NH2 (5,56±0,01 Å), natomiast najmniejszym – cząsteczka kwasu jasmonowego 
(3,68±0,01 Å). W tabeli 23 przedstawiono wartości współczynnika dyfuzji dla otrzymanych 
formulacji kosmetycznych zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. 
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Tabela 23. Wartości współczynników dyfuzji dla substancji aktywnych uwalnianych  
z przygotowanych formulacji. 

FORMULACJA Lepkość (mPa × s, ± S.D.) D × 10-14  (m2/s) 

 Emulsja 1+ JA 14 900 ± 400 40,69 
Emulsja 2 + JA 107 200 ± 300 5,66 
Emulsja 3 + JA 25 100 ± 300 24,25 
Żel PAA + JA 7 500 ± 100 80,95 
Żel HEC + JA 8 300 ± 100 63,16 

 Emulsja 1+ MeJ 14 900 ± 400 39,61 
Emulsja 2 + MeJ 107 300 ± 400 5,51 
Emulsja 3 + MeJ 25 000 ± 400 23,61 
Żel PAA + MeJ 7 400 ± 300 78,81 
Żel HEC + MeJ 8 200 ± 200 61,49 

 Emulsja 1+ MeDHJ 14 800 ± 400 39,26 
Emulsja 2 + MeDHJ 107 100  ± 400 5,46 
Emulsja 3 + MeDHJ 25 000 ± 300 23,40 
Żel PAA + MeDHJ 7 400 ± 100 78,11 
Żel HEC + MeDHJ 8 100 ± 200 60,94 

 Emulsja 1+ JA–YPFF–NH2 14 900 ± 500 26,99 
Emulsja 2 + JA–YPFF–NH2 107 300 ± 200 3,75 
Emulsja 3 + JA–YPFF–NH2 25 100 ± 300 16,08 
Żel PAA + JA–YPFF–NH2 7 500 ± 200 53,58 
Żel HEC + JA–YPFF–NH2 8200 ± 300 41,88 

 Emulsja 1+ JA–YYKS–NH2 14 900 ± 500 27,24 
Emulsja 2 + JA–YYKS–NH2 107 200 ± 300 3,79 
Emulsja 3 + JA–YYKS–NH2 25 000 ± 400 16,24 
Żel PAA + JA–YYKS–NH2 7 400 ± 200 54,19 
Żel HEC + JA–YYKS–NH2 8200 ± 100 42,28 

   1S.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe 

W oparciu o wyniki kalkulacji przedstawionych w tabeli 23 wykazano ścisłą zależność 
pomiędzy lepkością podłoża a szybkością dyfuzji cząsteczek substancji aktywnych. 
Wartość współczynnika D jest odwrotnie proporcjonalna do lepkości, tak więc im większa 
lepkość badanej formulacji, tym wolniejsza dyfuzja cząsteczek substancji czynnej do 
medium. Najmniejszą wartość współczynnika dyfuzji jasmonidów zaobserwowano dla 
Emulsji 2, która cechuje się największą lepkością spośród wszystkich przygotowanych 
formulacji. W związku z powyższym dyfuzja danej substancji czynnej z Emulsji 2 do 
medium zachodzi najwolniej. Żel na bazie karbomeru kwasu akrylowego charakteryzuje się 
największą wartością współczynnika D, co jest związane z jego niewielką lepkością, dzięki 
czemu stanowi najlepsze podłoże do uwalniania badanych substancji. Przykładowo, 
wartość współczynnika dyfuzji dla cząsteczki koniugatu JA-YYKS-NH2 z Emulsji 2 wynosi 
3,79 m2/s, natomiast z żelu PAA - 54,19 m2/s. Zależność pomiędzy lepkością a szybkością 
dyfuzji substancji aktywnej została już opisana w literaturze naukowej m.in. przez Masaro i 
Zhu [405] oraz Li i in. [406]. Wnioskować zatem można, że lepkość podłoża jest czynnikiem 
limitującym nie tylko ilość, ale również szybkość dyfuzji substancji aktywnej. 
Zaobserwowano także zależność pomiędzy promieniem cząsteczki a szybkością jej dyfuzji 
do medium. W oparciu o wyniki kalkulacji wnioskować można, że im mniejsza cząsteczka, 
tym szybsza jej dyfuzja przez semiprzepuszczalną membranę. Przykładowo, wartość 
współczynnika D dla cząsteczki JA z żelu PAA wynosi 80,95 x 10-14  m2/s, natomiast dla 
koniugatu JA-YPFF-NH2 jest ona równa 53,58 x 10-14  m2/s. Analogiczne obserwacje 
odnotowano w przypadku pozostałych formulacji. Otrzymane obserwacje prowadzą do 
wniosków, że szybkość dyfuzji cząsteczek substancji aktywnej z preparatu do medium 
zależy przede wszystkim od lepkości podłoża oraz wielkości cząsteczki. Należy jednak 
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wspomnieć, że kalkulacja wartości współczynnika D ma charakter teoretyczny. Objętość 
cząsteczki nie jest bowiem mierzona doświadczalnie, jest natomiast wynikiem estymacji  
z wykorzystaniem programu komputerowego. Obliczona wartość r cząsteczki może być 
zatem obarczona błędem matematycznym. Ponadto, wzór na współczynnik dyfuzji nie 
uwzględnia wpływu lipofilowości cząsteczki na ilość jej uwalniania z danego podłoża.  

20.9.3. Wpływ lipofilowości cząsteczki kwasu jasmonowego i jego pochodnych na ilość 
ich uwalniania z przygotowanych formulacji 

W nawiązaniu do danych literaturowych, ilość uwalnianej substancji może zależeć także 
od lipofilowości cząsteczki [407]. W celu lepszej interpretacji wyników obliczono teoretyczny 
współczynnik podziału oktanol-woda (logP) badanych związków. W tym celu wykorzystano 
program Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score, Molinspiration 
Cheminformatics [404]. Zgodnie z deklaracją producenta, błąd statystyczny przekracza 
wartość 1% jedynie dla 3,5 % estymacji parametru logP, natomiast 80,2% analiz jest 
obciążonych błędem poniżej 0,25%, co może oznaczać wysoką wiarygodność obliczeń 
uzyskanych za pomocą prezentowanego programu. Wyniki estymacji wskazały, że wartość 
logP wszystkich badanych jasmonidów przekraczają wartość jedności. W nawiązaniu do 
danych literaturowych, związki o wartości logP<1 mają charakter hydrofilowy, natomiast 
związki o wartości logP>1 mają charakter hydrofobowy [408]. W związku z powyższym, 
wszystkie badane jasmonidy są związkami lipofilowymi, które mogą oddziaływać z fazą 
tłuszczową Emulsji 2, co może utrudniać ich dyfuzję z podłoża kosmetycznego do medium 
o charakterze hydrofilowym.  

20.9.4. Wpływ grupy modyfikującej kwas jasmonowy na ilość jego uwalniania  
z przygotowanych formulacji 

W pracy zbadano również wpływ grupy modyfikującej kwas jasmonowy na ilość 
substancji uwalnianej z badanej formulacji. Na rys. 74 przedstawiono porównanie profili 
uwalniania kwasu jasmonowego oraz koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2 z żelu 
PAA, stanowiącego według przedstawionych powyżej badań najlepsze podłoże do 
uwalniania substancji aktywnych. 

 

Rys. 74. Wpływ modyfikacji cząsteczki kwasu jasmonowego na ilość jego uwalniania z żelu 
PAA. 

Zaobserwowano, że pomimo zwiększenia objętości cząsteczki substancji aktywnej, 
modyfikacja cząsteczki JA za pomocą tetrapeptydu YPFF-NH2 oraz YYKS-NH2 pozytywnie 
wpływa na ilość uwalnianej substancji aktywnej. Wzrost ilości substancji aktywnej, 
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uwalnianej z żelu PAA wskutek modyfikacji cząsteczki kwasu jasmonowego jest 
prawdopodobnie spowodowany zmianą jej lipofilowości. Odwrotny efekt zaobserwowano  
w przypadku uwalniania JA oraz obu koniugatów z Emulsji 2. Najmniej lipofilowy związek 
(JA) uwalnia się z Emulsji 2 w 20,89 %, podczas gdy koniugat JA-YPFF-NH2 - jedynie  
w 4,09%.  

20.9.5. Dopasowanie modelu kinetycznego do profili uwalniania kwasu jasmonowego  
i jego pochodnych z przygotowanych formulacji 

W niniejszej pracy przedstawiono również ocenę dopasowania wybranych modeli 
kinetycznych (zerowego rzędu, pierwszego rzędu, Higuchiego oraz Korsmeyera-Peppasa) 
do uzyskanych danych empirycznych uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
z przygotowanych formulacji. Analiza kinetyki uwalniania substancji aktywnych z podłoża 
ma kluczowe znaczenie w farmacji oraz przemyśle kosmetycznym. Parametr ten umożliwia 
ocenę szybkości działania substancji i może być niezwykle pomocny na etapie 
projektowania oraz modyfikacji formy transportu substancji aktywnej w celu osiągnięcia 
pożądanego efektu terapeutycznego.  

W celu oceny dopasowania modelu kinetycznego sporządzono wykresy zależności 
zaprezentowanych w tabeli 24, a następnie wyznaczono współczynnik korelacji R2 dla 
uzyskanych profili uwalniania. Na rys. 75 przedstawiono profile uwalniania koniugatu  
JA-YPFF-NH2 z żelu PAA reprezentujące zależności charakterystyczne dla wszystkich 
badanych modeli kinetycznych.  

 

Rys. 75. Profile uwalniania koniugatu JA-YPFF-NH2 z żelu PAA reprezentujące zależności 
charakterystyczne dla wszystkich badanych modeli kinetycznych. 

Analogiczne profile uwalniania sporządzono również dla pozostałych jasmonidów (JA, 
MeJ, MeDHJ oraz JA-YYKS-NH2) uwalnianych ze wszystkich przygotowanych formulacji. 
Następnie wyznaczono równania profili uwalniania oraz współczynnik korelacji R2 (tabela 
24) będący jedną z podstawowych miar jakości dopasowania modelu. Dopasowanie 
modelu jest tym lepsze, im wartość współczynnika R2 jest bliższa jedności [409]. 
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Tabela 24. Ocena dopasowania równania profili uwalniania do wybranych modeli kinetycznych w oparciu o wartość współczynnika korelacji R2. 

BADANA FORMULACJA 

MODEL KINETYCZNYc 
CAŁKOWITA ILOŚĆ SUBSTANCJI 

UWOLNIONEJ Z FORMULACJI (%) 
0-GO RZĘDU 1-GO RZĘDU HIGUCHIEGO KORSMEYERA-PEPPASA 

R2 R2 R2 KH (h-1/2) R2 n 

Emulsja 1 + JA 0,95815 0,97259 0,98400 9,12404 0,98419 0,85 32,48 
Emulsja 2 + JA 0,94702 0,95557 0,98986 4,95542 0,99090 0,34 20,89 
Emulsja 3 + JA 0,76656 0,78313 0,97415 7,77269 0,98867 0,58 28,50 
Żel PAA + JA 0,95470 0,96747 0,97905 13,81698 0,98603 1,51 44,99 
Żel HEC + JA 0,91592 0,97634 0,99841 11,55069 0,99921 1,23 38,87 

Emulsja 1 + MeJ 0,92306 0,94301 0,99722 9,83238 0,69471 - 30,82 
Emulsja 2 + MeJ 0,85291 0,85854 0,99682 2,60252 0,50000 - 20,42 
Emulsja 3 + MeJ 0,82871 0,84861 0,99226 8,59553 0,64059 - 27,91 
Żel PAA + MeJ 0,69805 0,74245 0,94648 20,21224 0,55927 - 45,37 
Żel HEC + MeJ 0,95235 0,82157 0,9873 16,73938 0,73897 - 39,74 

Emulsja 1 + MeDHJ 0,69867 0,7398 0,94676 19,10605 0,56040 - 56,42 
Emulsja 2 + MeDHJ 0,76070 0,79913 0,97206 15,94979 0,57322 - 20,01 
Emulsja 3 + MeDHJ 0,74684 0,78392 0,96690 16,04966 0,60650 - 46,02 

Żel PAA + MeDHJ 0,58092 0,64531 0,98632 36,91254 0,51967 - 62,50 

Żel HEC + MeDHJ 0,78304 0,72257 0,97971 30,92274 0,5997 - 58,91 

Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 0,85634 0,95628 0,96713 11,1715 0,63291 - 59,06 

Emulsja 2 + JA-YPFF-NH2 0,78256 0,98853 0,99489 0,775 0,87876 - 4,09 

Emulsja 3 + JA-YPFF-NH2 0,95570 0,89207 0,99363 8,864 0,79281 - 55,48 
Żel PAA + JA-YPFF-NH2 0,95609 0,96422 0,97280 19,207 0,69871 - 68,75 
Żel HEC + JA-YPFF-NH2 0,95784 0,81445 0,98419 15,008 0,71811 - 63,34 

Emulsja 1 + JA-YYKS-NH2 0,89106 0,94188 1,00000 20,47405 0,63829 - 50,09 
Emulsja 2 + JA-YYKS-NH2 0,94451 0,95267 0,99093 11,35177 0,70403 - 10,93 
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH2 0,80255 0,96498 0,98562 17,55727 0,60125 - 42,99 
Żel PAA + JA-YYKS-NH2 0,96583 0,84794 0,97859 24,83203 0,69693 - 65,28 

Żel HEC + JA-YYKS-NH2 0,79636 0,87675 0,98383 22,91877 0,59970 - 60,51 

                                                 
c KH - stała szybkości procesu uwalniania zgodnie z modelem Higuchiego, n - wykładnik dyfuzyjny, R2 - współczynnik korelacji.  
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W oparciu o analizę wartości parametru R2 obliczonego dla profili uwalniania badanych 
jasmonidów z przygotowanych formulacji stwierdzono, że uwalnianie kwasu jasmonowego 
zachodzi zgodnie z modelem Korsmeyera-Peppasa. Wysokie dopasowanie danych 
empirycznych do modelu kinetycznego umożliwia ocenę mechanizmu dyfuzji cząsteczek JA 
przez semiprzepuszczalną membranę w oparciu o analizę wykładnika dyfuzyjnego n. 
Wartość wykładnika dyfuzyjnego wyznaczana jest z nachylenia krzywej i jest równa 
współczynnikowi kierunkowemu w równaniu opisującym profil uwalniania zgodny  
z modelem Korsmeyera-Peppasa (paragraf 8.2). Dla n < 0,5 kinetyka uwalniania substancji 
aktywnej zachodzi na drodze dyfuzji Ficka, podczas gdy dla 0,5 < n < 1 ma ona charakter 
anomalny (ang. anomalous transport). W przypadku, gdy n = 1, mechanizm transportu 
uwalniania zmierza do zerowego rzędu (tzw. „przypadek II”), natomiast dla n > 1 określany 
jest jako transport super zerowego rzędu [410]. W związku z powyższym stwierdzono,  
że uwalnianie JA z Emulsji 2 zachodzi na drodze dyfuzji Ficka, w przypadku Emulsji 1 oraz 
3 ma ono charakter anomalny, natomiast w przypadku żelu PAA oraz HEC, uwalnianie 
kwasu jasmonowego ma charakter transportu super zerowego rzędu. Zauważyć można 
również, że im mniejsza lepkość formulacji (Emulsja 2 > Emulsja 3 > Emulsja 1 > Żel HEC 
> Żel PAA), tym mniejsza zgodność uwalniania kwasu jasmonowego z mechanizmem 
dyfuzji wg. Ficka. Ze względu na słabe dopasowanie profili uwalniania pozostałych 
jasmonidów do modelu Korsmeyera-Peppasa, wiarygodne wartości ich wykładników 
dyfuzyjnych nie zostały zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej.  

W oparciu o wyniki przedstawione w tabeli 24 stwierdzono, że uwalnianie MeJ, MeDHJ, 
JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2 ze wszystkich przygotowanych formulacji zachodzi 
zgodnie z modelem Higuchiego ze względu na najwyższy współczynnik korelacji R2  
w porównaniu z pozostałymi modelami kinetycznymi. Zgodność profilu uwalniania  
z modelem Higuchiego umożliwia kalkulację tzw. „stałej Higuchiego” (KH), charakteryzującej 
szybkość uwalniania substancji aktywnej z badanych formulacji. Pomimo najlepszego 
dopasowania profili uwalniania JA do modelu Korsmeyera-Peppasa, wartości 
współczynnika R2 dla modelu Higuchiego były również zadowalające (>0,97900).  
W związku z powyższym, w pracy przedstawiono wyniki kalkulacji parametru KH dla 
wszystkich badanych jasmonidów i ich pochodnych. Niezależnie od rodzaju badanej 
substancji, najniższe wartości stałej Higuchiego zaobserwowano dla Emulsji 2 (formulacja  
o największej lepkości), natomiast najwyższe - dla Żelu PAA (formulacja o najmniejszej 
lepkości). Zależność pomiędzy lepkością a stałą szybkości uwalniania substancji aktywnej 
została już opisana w literaturze naukowej m.in. przez Malzfeldta [411], Babara i in. [412] 
oraz Welina-Bergera i in [413].  

Odnotowano także różnice pomiędzy obliczonymi wartościami współczynnika dyfuzji D 
(m2/s), a wartościami stałej Higuchiego KH (h-1/2), wyznaczonymi w oparciu o profile 
uwalniania substancji aktywnych z przygotowanych formulacji. Jak już wspomniano, 
wartość współczynnika D jest ściśle związana z rozmiarem dyfundującej cząsteczki - im 
mniejsza cząsteczka, tym szybsza jej dyfuzja przez pory membrany. W związku  
z powyższym stwierdzić można, że podczas kalkulacji parametru D, rozmiar cząsteczki 
należy uznać za czynnik limitujący uwalnianie substancji do medium. Teoria ta jest 
prawidłowa w przypadku, gdy rozmiary cząstek dyfundującej substancji są zbliżone do 
rozmiarów porów membrany [414]. Jak już wcześniej wspomniano (paragraf 8.1.1), wartość 
parametru MWCO membrany Cuprophan, wykorzystywanej w badaniach uwalniania 
jasmonidów z przygotowanych formulacji, wynosi 7-17 kDa. Rozmiar cząsteczki badanych 
substancji mieści się natomiast w zakresie 210 - 751 Da, w związku z czym nie jest on 
czynnikiem limitującym uwalnianie badanych substancji aktywnych. Stwierdzono więc, że 
wartości stałej Higuchiego stanowią dokładniejsze odzwierciedlenie stałej szybkości 
uwalniania substancji, bowiem zostały wyznaczone w oparciu o dane empiryczne, 
przedstawione w postaci profili uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
z badanych formulacji. Należy także podkreślić, że zarówno wartość współczynnika D, jak  
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i stałej KH odzwierciedlają szybkość dyfuzji cząsteczek substancji aktywnej, a nie całkowitą 
ilość tejże substancji, jaka jest uwalniania z podłoża do medium. Wnioskować zatem 
można, że lepkość podłoża jest czynnikiem limitującym nie tylko ilość, ale również szybkość 
uwalniania substancji aktywnej. 

PODSUMOWUJĄC, przeprowadzone badania uwalniania in vitro jasmonidów i ich 

pochodnych z przygotowanych formulacji, jak również kalkulacje teoretyczne wykazały, że 
dobór właściwego podłoża warunkuje ich dostępność oraz skuteczność działania. 
Zaobserwowano ścisłą zależność pomiędzy lepkością podłoża a ilością uwolnionej 
substancji aktywnej. Najlepsze podłoże do uwalniania jasmonidów stanowi hydrofilowy żel 
PAA, charakteryzujący się niewielką lepkością, natomiast najgorsze podłoże stanowi 
Emulsja 2 typu w/o, charakteryzująca się największą lepkością spośród wszystkich 
przygotowanych formulacji. Zaobserwowano także, że podłoża o niskiej lepkości warunkują 
szybsze uwalnianie jasmonidów i ich pochodnych do medium w porównaniu z preparatami 
o większej lepkości. Ponadto, badania wykazały, że poprzez modyfikacje kwasu 
jasmonowego za pomocą wybranych tetrapeptydów zmienia się lipofilowość JA.  
W konsekwencji zwiększa się ilość uwolnionej substancji aktywnej z przygotowanych 
hydrożeli (PAA oraz HEC) w porównaniu z kwasem jasmonowym. W oparciu o wyniki 
obliczeń teoretycznych stwierdzono, że wszystkie profile uwalniania JA z badanych 
preparatów są najbardziej zgodne z modelem Korsmeyera-Peppasa, natomiast profile 
uwalniania pozostałych jasmonidów i ich pochodnych są zgodne z modelem kinetycznym 
Higuchiego. Dobre dopasowanie danych empirycznych umożliwiło obliczenie stałej 
Higuchiego, stanowiącej teoretyczny wyznacznik stałej szybkości uwalniania jasmonidów  
i ich pochodnych z przygotowanych formulacji. 

20.10. Badanie in vivo efektywności działania przygotowanych formulacji zawierających 
pochodne kwasu jasmonowego 

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono również badanie in vivo efektywności 
działania przygotowanych formulacji zawierających pochodne kwasu jasmonowego. Spośród 
przygotowanych preparatów do badań na probantach wybrano żel HEC, dla którego otrzymano 
zadowalające wyniki badań uwalniania substancji aktywnych in vitro. Ze względu na obszar 
skóry, na którym testowano preparaty (okolica oka), nie wykorzystano do badań żelu PAA, 
który ze względu na zawartość izopropanolu mógłby powodować wysuszenie skóry probantów. 
Do badań wybrano zaprojektowane koniugaty (JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2), ponieważ 
są to nowe substancje, które nie zostały dotychczas przebadane pod kątem potencjalnego 
działania pielęgnacyjnego.  

Przed przystąpieniem do badań in vivo, oszacowano potencjalne szkodliwe działanie 
badanych związków na skórę z wykorzystaniem aplikacji Toxtree [415]. Odnotowano,  
że zaprojektowane koniugaty nie wykazują działania geno- oraz cytotoksycznego. Ponadto,  
nie mają one działania drażniącego na skórę.  

Tetrapeptyd Ac-YPFF-NH2 jest dostępny komercyjnie jako składnik preparatu Skinasensyl  
i jest syntetycznym związkiem, który naśladuje naturalny peptyd opioidowy (jest agonistą 
receptorów opioidowych) [416]. Związek ten redukuje wydzielanie CGRP, głównego 
neuromediatora nerwowych włókien czuciowych, odpowiedzialnego między innymi  
za przekazywanie uczucia bólu [417]. Miejscowa aplikacja Ac-YPFF-NH2 osłabia stymulację 
zakończeń nerwowych umiejscowionych w skórze. Skutkuje to obniżeniem wrażliwości skóry 
podatnej na działanie zewnątrzpochodnych czynników drażniących [418]. Ponadto, wyniki 
badań przeprowadzonych przez Gillesa [418] dowiodły, że stosowanie preparatu 
zawierającego Ac-YPFF-NH2 powoduje wzrost progu tolerancji probantów na wysoką 
temperaturę (uczucie dyskomfortu i bólu) w porównaniu do emulsji „placebo”. Ponadto,  
w sekwencji tetrapeptydu Ac-YPFF-NH2 obecna jest prolina, która wraz z hydrohsyproliną oraz 
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glicyną stanowi podstawową jednostkę budulcową α-kolagenu typu I, najbardziej 
powszechnego ze wszystkich rodzajów kolagenu występujących w ludzkiej skórze [419]. Na 
etapie projektowania cząsteczki koniugatu JA-YPFF-NH2 zakładano, że substancja ta będzie 
łączyć aktywność biologiczną zarówno kwasu jasmonowego, jak i tetrapeptydu YPFF-NH2,  
w związku z czym będzie redukować nadwrażliwość oraz widoczne oznaki starzenia się skóry, 
jak również poprawiać jej elastyczność [420]. 

Sekwencja tetrapeptydu wchodzącego w skład cząsteczki koniugatu JA-YYKS-NH2 została  
z kolei zaprojektowana w oparciu o skład aminokwasowy α-kolagenu typu I, którego zawartość 
w skórze oscyluje w granicach 90% oraz α-kolagenu typu III (tzw. kolagenu natywnego), który 
ma znaczący wpływ na poziom nawilżenia skóry [421,422]. Na 100 jednostek 
aminokwasowych, łańcuchy α-kolagenu typu I zawierają w swoim składzie 39% L-Ser oraz 
31% L-Lys, natomiast łańcuchy α-kolagenu typu III - 39% L-Ser oraz 30% L-Lys [423].  
W nawiązaniu do danych literaturowych, pentapeptyd sygnałowy, zawierający sekwencję 
aminokwasową L-Lys-L-Ser (KTTKS) stanowi fragment prokolagenu typu I i wykazuje 
aktywność stymulującą syntezę kolagenu-I in vitro. Pentapeptyd KTTKS jest dostępny 
komercyjnie m.in. w preparacie Matrixyl® (Sederma) [424]. Łańcuchy α-kolagenu typu I oraz III 
zawierają w swoim składzie niewiele (odpowiednio 2 i 3%) tyrozyny. Pomimo tego faktu, wyniki 
badań przeprowadzonych przez Draelos [425] dowodzą, że heptapeptyd zawierający w swoim 
składzie sekwencję L-Tys-L-Tyr wykazuje zdolność inhibicji proteinazy prokolagenowej C, 
mającej pośredni wpływ na degradację kolagenu w ludzkiej skórze. W związku z powyższym 
zakładano, że koniugat JA-YYKS-NH2 będzie redukował oznaki starzenia się skóry, zwiększał 
jej elastyczność oraz poziom nawilżenia.  

Wyniki przeprowadzonych badań in vitro porównywano statystycznie w obrębie każdej grupy: 

I grupa - Preparat 0 (placebo) - żel HEC, 

II grupa - Preparat 1 - żel HEC + JA-YPFF-NH2, 

III grupa - Preparat 2 - żel HEC + JA-YYKS-NH2,  

jak również pomiędzy grupami: Porównywanie wyników badań w obrębie grupy miało na celu 
analizę zmian wartości badanego parametru (nawilżenie, elastyczność oraz TEWL) po 1, 2, 3 
oraz 4 tygodniach aplikacji tego samego preparatu (preparat placebo, 1 lub 2). Porównywanie 
wyników badań pomiędzy grupami natomiast miało na celu analizę różnic wartości danego 
parametru wskutek działania różnych formulacji po 1, 2, 3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji 

20.10.1. Porównywanie wyników w obrębie grupy 

W celu dopasowania odpowiednich testów statystycznych do analizy otrzymanych 
wyników przeprowadzono test Shapiro-Wilka, służący do określania podobieństwa rozkładu 
danej zmiennej do rozkładu normalnego. Istotny statystycznie wynik testu Shapiro-Wilka 
świadczy o braku podobieństwa rozkładu zmiennej obserwowanej do rozkładu normalnego 
[426]. Stwierdzono, że uzyskane wartości parametru TEWL nie wykazują zgodności  
z rozkładem normalnym w żadnej grupie, natomiast uzyskane wartości elastyczności  
i nawilżenia wykazują taką zgodność w obrębie każdej z grup. Zgodność rozkładu danej 
zmiennej z rozkładem normalnym umożliwia zastosowanie testów parametrycznych, 
natomiast w przypadku braku podobieństwa rozkładu danej zmiennej do rozkładu 
normalnego zaleca się stosowanie testów nieparametrycznych. W związku z powyższym, 
do analizy parametru nawilżenia oraz elastyczności w obrębie danej grupy wykorzystano 
analizę wariancji ANOVA, podczas gdy do analizy parametru TEWL wykorzystano test 
Friedmana [369,370,371].  

Analizę statystyczną otrzymanych wyników pomiarów nawilżenia oraz elastyczności  
w obrębie danej grupy rozpoczęto od analizy wariancji ANOVA, mającej na celu 
sprawdzenie czy zmienne niezależne (stosowany preparat - placebo, preparat 1 oraz 
preparat 2) mają wpływ na poziom zmiennej zależnej (mierzony parametr - nawilżenie, 
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elastyczność). Przyjęto poziom istotności statycznej, który wynosił 0,0001. Następnie 
obliczono wartość p testu statystycznego, która w przypadku obu parametrów i w obrębie 
każdej z grup była mniejsza, niż zakładany poziom istotności statystycznej (p < 0,0001). 
Otrzymana wartość p oznacza, że wielkość zmian wartości nawilżenia i elastyczności w 
obrębie grupy po 1,2,3 oraz 4 tygodniach aplikacji jest statystycznie istotna, tak więc 
badana zmienna niezależna ma wpływ na zmienną zależną.  

Jak już wspomniano, analizę statystyczną otrzymanych wyników pomiarów TEWL  
w obrębie danej grupy rozpoczęto od przeprowadzenia testu Friedmana, stanowiącego 
nieparametryczny odpowiednik jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Przyjęty 
poziom istotności statystycznej wynosił również 0,0001. Kolejnym etapem było obliczenie 
wartości p testu nieparametrycznego, która w obrębie każdej z grup była mniejsza, niż 
zakładany poziom istotności statystycznej (p < 0,0001). Otrzymana wartość p oznacza, że 
wielkość zmian wartości parametru TEWL w obrębie grupy po 1,2,3 oraz 4 tygodniach 
aplikacji jest statystycznie istotna, tak więc badana zmienna niezależna (stosowany 
preparat) ma wpływ na zmienną zależną (wartość TEWL).  

Testy ANOVA oraz Friedmana pozwalają uzyskać ogólną informację na temat 
występowania różnic statystycznie istotnych (różnica występuje / różnica nie występuje) 
pomiędzy wynikami w obrębie danej grupy, jednakże bez szczegółowego wskazania, które 
wyniki różnią się między sobą. W celu wykazania różnic w wynikach badań  
w poszczególnych tygodniach ich trwania wykonano porównania wielokrotne (testy post-
hoc), które stanowią dodatkowe testy dla analizy wariancji. Do analizy nawilżenia  
i elastyczności wybrano test Tukey’a, natomiast zmiany parametru TEWL analizowano  
z wykorzystaniem testu wielokrotnych porównań średnich rang dla wszystkich prób (tzw. 
test Dunna) [372,373,374].  

20.10.2. Wpływ żelu HEC (preparat placebo - grupa I) na nawilżenie, elastyczność oraz 
TEWL 

Badanie wpływu preparatu placebo na zmianę nawilżenia, elastyczności oraz TEWL 
miało na celu wyeliminowanie wpływu podłoża na ocenę aktywności biologicznej badanych 
koniugatów. 

Na rys. 76 przedstawiono wyniki analizy statystycznej zmian parametru nawilżenia (A), 
elastyczności (B) oraz TEWL (C) w wyniku stosowania żelu HEC, niezawierającego 
substancji aktywnej (preparat placebo) przez czas 4 tygodni od pierwszego dnia jego 
aplikacji. Tak zwany ,,tydzień zero” (T0) oznacza w każdym przypadku pomiar wykonany 
przed pierwszą aplikacją danego preparatu (tj. przed rozpoczęciem badań) w celu 
weryfikacji stanu skóry probantów.  

Stwierdzono, że nawilżenie skóry wzrosło od średniej wartości 53,00 CU (jednostka 
korneometru, ang. corneometer unit) do wartości 61,50 CU (ΔT0-T4 = 8,5 CU). Najbardziej 
istotne statystycznie różnice w wartościach wyników odnotowano pomiędzy T0 i T2, T3 
oraz T4, jak również pomiędzy T1 i T3 oraz T4 (p < 0,001). Z kolei, różnice nieistotne 
statystycznie stwierdzono pomiędzy T2 i T3, jak również pomiędzy T3 i T4 (p > 0,05). 
Stwierdzić można zatem, że preparat placebo nieznacznie zwiększa nawilżenie skóry, które 
po upływie 2 tygodni jego aplikacji osiąga poziom 57,63 CU, a następnie wzrasta  
w nieznaczny sposób do momentu zakończenia badań (rys. 76 A). 

Przeprowadzono także analizę wpływu stosowania żelu HEC na elastyczność skóry 
(rys. 76 B). Stwierdzono, że preparat ten ma niewielki wpływ na poprawę elastyczności 
skóry, bowiem wartość średnia z uzyskanych wyników wzrosła z 0,66 j.u. (T0) do wartości 
0,75 j.u. (T4). W wyniku zastosowania testu Tukey’a otrzymano najbardziej istotne 
statystycznie różnice pomiędzy T0 i T2, T3 oraz T4, T1 i T3 oraz T4, a także T2 i T4  
(p < 0,001). Różnice nieistotne statystycznie odnotowano pomiędzy T0 i T1, jak również 
pomiędzy T2 i T3 (p > 0,05). Stwierdzono zatem, że preparat placebo nieznacznie  
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(ΔT0-T4   0,09 j.u.) zwiększa elastyczność skóry, która wzrasta w sposób istotny 
statystycznie po upływie 1 tygodnia aplikacji (0,71 j.u.). Stwierdzono jednak, że po upływie 
2 tygodnia aplikacji preparatu, wzrost wartości elastyczności skóry postępuje  
w nieznacznym stopniu do momentu zakończenia badań. 

Na rys 76 C przedstawiono wyniki analizy statystycznej wpływu aplikacji żelu HEC  
na średnią wartość parametru TEWL. Stwierdzono, że aplikacja preparatu placebo 
powoduje nieznaczny wzrost TEWL z 18,21 g/m2 h (T0) do 21,94 g/m2 h (T4). W oparciu o 
wyniki testu Dunna, najbardziej istotne statystycznie różnice w wartościach TEWL 
odnotowano pomiędzy T0 i T2, T3 oraz T4, T2 i T4, jak również pomiędzy T1 i T3 oraz T4 
(p < 0,001). Różnice nieistotne statystycznie stwierdzono pomiędzy T0 i T1, T1 i T2, T2  
i T3, oraz T3 i T4 (p > 0,05). Stwierdzono zatem, że preparat placebo nieznacznie zwiększa 
transepidermalną utratę wody, która po upływie 2 tygodni jego aplikacji wynosi 20,32 g/m2  
h i różni się w sposób istotnie statystyczny od średniej wartości wyników otrzymanych przed 
rozpoczęciem badań (T0). Występowanie różnic nieistotnych statystycznie pomiędzy T2  
i T3, oraz T3 i T4 oznacza, że po upływie 2 tygodni aplikacji, wzrost wartości TEWL 
postępuje w nieznacznym stopniu do momentu zakończenia badań. 

20.10.3. Wpływ żelu HEC + JA-YPFF-NH2 (preparat 1 - grupa II) na nawilżenie, 
elastyczność oraz TEWL 

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono analizę statystyczną wpływu stosowania 
żelu HEC + JA-YPFF-NH2 na nawilżenie skóry (rys. 77 A). Stwierdzono, że nawilżenie 
skóry wzrosło od średniej wartości 53,00 CU do wartości 67,19 CU (ΔT0-T4 = 14,9 CU). 
Najbardziej istotne statystycznie różnice w wartościach wyników odnotowano pomiędzy T0  
i T2, T3 oraz T4, T2 i T4, jak również pomiędzy T1 i T3 oraz T4 (p < 0,001). Różnice  
na poziomie istotności statystycznej p < 0,01 stwierdzono pomiędzy T0 i T1, T1 i T2 oraz T2 
i T3. Brak różnic nieistotnych statystycznie oznacza, że aplikacja preparatu 1 powodowała 
stopniowy wzrost nawilżenia skóry od T0 do T4. 

Na rys. 77 B przedstawiono wyniki analizy statystycznej wpływu aplikacji preparatu 1 na 
średnią wartość elastyczności skóry. Stwierdzono, że aplikacja żelu HEC z dodatkiem  
JA-YPFF-NH2 powoduje wzrost odporności skóry na odkształcenie (elastyczności) z 0,66 
j.u. (T0) do 0,87 j.u. (T4), co stanowi różnicę wielkości 0,21 j.u. W oparciu o wyniki testu 
Tukey’a, najbardziej istotne statystycznie różnice w wartościach średnich elastyczności 
odnotowano pomiędzy T0 i T1, T2, T3 oraz T4, pomiędzy T1 i T2, T3 oraz T4, jak również 
pomiędzy T2 i T4 oraz T3 i T4 (p < 0,001). Jedynie różnica pomiędzy T2 i T3 kształtuje się 
na niższym poziomie istotności statystycznej (p < 0,05). Ten fakt, jak również brak różnic 
nieistotnych statystycznie oznacza, że aplikacja żelu HEC z dodatkiem JA-YPFF-NH2 

powodowała znaczący i systematyczny wzrost elastyczności skóry, postępujący od T0 do 
momentu zakończenia badań. 

W niniejszej pracy przedstawiono także wyniki analizy statystycznej wpływu aplikacji 
preparatu 1 na średnią wartość parametru TEWL (rys. 77 C). Odnotowano, że aplikacja 
HEC z dodatkiem JA-YPFF-NH2 powoduje nieznaczny wzrost TEWL (ΔT0-T4 = 3,63 g/m2 h)  
z 18,21 g/m2 h (T0) do 21,84 g/m2 h (T4). Test Dunna wykazał, że najbardziej istotne 
statystycznie różnice w wartościach TEWL występują pomiędzy T0 i T2, T3 oraz T4, T1 i T3 
oraz T4, jak również pomiędzy T2 i T4 (p < 0,001). Różnice nieistotne statystycznie 
odnotowano natomiast pomiędzy T0 i T1, T1 i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 (p > 0,05). 
Stwierdzono zatem, że transepidermalna utrata wody nieznacznie wzrosła wskutek 
stosowania preparatu 1. Po upływie dwóch tygodni aplikacji, średnia wartość parametru 
TEWL wyniosła 19,94 g/m2 h i różniła się w sposób istotnie statystyczny od średniej 
wartości wyników otrzymanych przed rozpoczęciem badań (T0). Występowanie różnic 
nieistotnych statystycznie pomiędzy T0 i T1, T1 i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 oznacza,  
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że wzrost wartości TEWL postępował w nieznacznym stopniu do momentu zakończenia 
badań. 

20.10.4. Wpływ żelu HEC + JA-YYKS-NH2 (preparat 2 - grupa III) na nawilżenie, 
elastyczność oraz TEWL 

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono również analizę statystyczną wpływu 
stosowania żelu HEC z dodatkiem koniugatu JA-YYKS-NH2 na nawilżenie skóry. 
Odnotowano wzrost nawilżenia skóry od średniej wartości 53,00 CU (T0) do 70,59 CU (T4), 
co daje różnicę 17,59 CU (rys. 78A). W oparciu o wyniki testu Tukey’a, najbardziej istotne 
statystycznie różnice w wartościach średnich nawilżenia odnotowano pomiędzy T0 i T1, T2, 
T3 oraz T4, pomiędzy T1 i T2, T3 oraz T4, jak również pomiędzy T2 i T4 (p < 0,001). 
Jedynie różnica pomiędzy T3 i T4 kształtuje się na niższym poziomie istotności 
statystycznej (p < 0,05), co oznacza, że aplikacja żelu HEC z dodatkiem JA-YYKS-NH2 

powodowała znaczący i systematyczny wzrost nawilżenia skóry T0 do T3, oraz mniej 
znaczący wzrost od T3 do T4. W analizie wpływu aplikacji preparatu 2 na poziom 
nawilżenia skóry nie odnotowano różnic nieistotnych statystycznie. 

Na rys. 78 B przedstawiono wyniki analizy statystycznej wpływu aplikacji żelu HEC  
z dodatkiem JA-YYKS-NH2 na średnią wartość elastyczności skóry. Stwierdzono, że 
aplikacja preparatu 2 powoduje wzrost odporności skóry na odkształcenie (elastyczności)  
z 0,66 j.u. (T0) do 0,81 j.u. (T4), co stanowi różnicę wielkości 0,15 j.u. Najbardziej istotne 
statystycznie różnice w wartościach średnich elastyczności odnotowano pomiędzy T0 i T1, 
T2, T3 oraz T4, pomiędzy T1 i T3 oraz T4, a także pomiędzy T2 i T4 (p < 0,001). Z kolei, 
różnice nieistotne statystycznie stwierdzono pomiędzy T2 i T3, jak również pomiędzy T3  
i T4 (p > 0,05). Stwierdzono zatem, że aplikacja preparatu 2 powoduje istotny statystycznie 
wzrost elastyczności do drugiego tygodnia badań (0,76 j.u.). Po upływie tego czasu wzrost 
elastyczności postępuje w niewielkim stopniu do momentu zakończenia badań. 

Na rys. 78 C przedstawiono z kolei wyniki analizy statystycznej wpływu aplikacji 
preparatu 2 na średnią wartość parametru TEWL. Odnotowano nieznaczny wzrost średniej 
wartości parametru TEWL (ΔT0-T4 = 3,66 g/m2 h) z 18,21 g/m2 h (T0) do 21,87 g/m2 h (T4). 
Test Dunna wykazał, że najbardziej istotne statystycznie różnice w wartościach TEWL 
występują pomiędzy T0 i T2, T3 oraz T4, T1 i T3 oraz T4, jak również pomiędzy T2 i T4  
(p < 0,001). Różnice nieistotne statystycznie odnotowano natomiast pomiędzy T0 i T1, T1  
i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 (p > 0,05). W związku z powyższym stwierdzono, że 
transepidermalna utrata wody nieznacznie wzrosła wskutek stosowania żelu HEC  
z dodatkiem JA-YYKS-NH2. Po upływie dwóch tygodni aplikacji preparatu 2, średnia 
wartość parametru TEWL wyniosła 19,98 g/m2 h i różniła się w sposób istotnie statystyczny 
od średniej wartości wyników otrzymanych przed rozpoczęciem badań (T0). Występowanie 
różnic nieistotnych statystycznie pomiędzy T0 i T1, T1 i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 oznacza, 
że (analogicznie do preparatu placebo oraz 1), wzrost wartości TEWL postępował  
w nieznacznym stopniu do momentu zakończenia badań. 

 

Tabela 25. Zestawienie różnic średnich wartości mierzonych parametrów (ΔT0 - T4) przed 
rozpoczęciem badań (T0) oraz po 4 tygodniach aplikacji (T4) badanych preparatów. 

BADANY PREPARAT 
ΔT0 - T4 

NAWILŻENIE (CU) ELASTYCZNOŚĆ (j.u.) TEWL (g/m2 × h) 

Preparat 0  
(placebo, żel HEC) 

8,5 0,09 3,73 

Preparat 1  
(żel HEC + JA-YPFF-NH2) 

14,9 0,21 3,63 

Preparat 2 
(żel HEC + JA-YYKS-NH2) 

17,59 0,15 3,66 
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W celu łatwiejszej interpretacji wyników porównań w obrębie każdej z grup, w tabeli 25 
zaprezentowano zestawienie różnic średnich wartości mierzonych parametrów (ΔT0 - T4) 
przed rozpoczęciem badań (T0) oraz po 4 tygodniach aplikacji (T4) badanych preparatów. 
Zaobserwowano, że pomimo braku dodatku substancji aktywnej, preparat placebo 
powoduje nieznaczny wzrost nawilżenia skóry. Jest to prawdopodobnie spowodowane 
działaniem gliceryny, stanowiącej 10 % w/w kompozycji żelu HEC. Nawilżające działanie 
gliceryny jest już dobrze znane i zostało przedstawione w wielu publikacjach naukowych 
[427,428,429].Stwierdzono również wpływ aplikacji preparatu 1 oraz 2 na wzrost nawilżenia  
i elastyczności skóry. Wyniki te zostały omówione szczegółowo podczas ich porównywania 
pomiędzy grupami. 

Odnotowano nieznaczny wzrost transepidermalnej utraty wody wskutek stosowania 
badanych preparatów. Wartość parametru TEWL jest ściśle związana z zawartością lipidów 
w naskórku. Im słabsza bariera lipidowa skóry, tym łatwiejsza migracja wody ze skóry 
właściwej do otoczenia [430,431]. Bariera lipidowa skóry może zostać wzmocniona nie tylko 
poprzez odpowiednią dietę, ale także poprzez stosowanie preparatów pielęgnacyjnych, 
bogatych w składniki lipidowe [432433]. Żel HEC nie zawierał w swoim składzie lipidów, co 
skutkowało nieznacznym osłabieniem bariery lipidowej skóry, a w następstwie - wzmożoną 
transepidermalną utratą wody. Zmiana wartości parametru TEWL po czterech tygodniach 
aplikacji preparatów nie była jednak znacząca (3,63 - 3,73 g/m2 h).  
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Rys. 76. Wyniki analizy statystycznej wpływu preparatu placebo na poziom nawilżenia (A), elastyczności (B) oraz parametru TEWL (C). 
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Rys. 77. Wyniki analizy statystycznej wpływu preparatu 1 na poziom nawilżenia (A), elastyczności (B) oraz parametru TEWL (C). 
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Rys. 78. Wyniki analizy statystycznej wpływu preparatu 2 na poziom nawilżenia (A), elastyczności (B) oraz parametru TEWL (C). 
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20.10.5. Porównywanie wyników pomiędzy grupami 

Porównywanie wyników badań pomiędzy grupami miało na celu zestawienie wpływu 
wszystkich przygotowanych preparatów (preparat placebo, 1 oraz 2) na badany parametr 
(nawilżenie, elastyczność lub TEWL) po 1, 2, 3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji. Podobnie, 
jak w przypadku porównywania wyników w obrębie grup, analizę statystyczną średnich 
wyników nawilżenia oraz elastyczności, otrzymanych w różnych grupach rozpoczęto od 
analizy wariancji ANOVA (test parametryczny), natomiast analizę statystyczną otrzymanych 
wyników pomiarów TEWL rozpoczęto od przeprowadzenia nieparametrycznego testu 
Kruskala - Wallisa. Test ten przeprowadza się w przypadku braku spełnienia założeń testu 
ANOVA.  

Tabela 26. Wyniki kalkulacji wartości p testów statystycznych, wykorzystanych do 
porównania wyników pomiędzy grupami. 

BADANY PARAMETR TYDZIEŃ BADAŃ TEST STATYSTYCZNY 
OBLICZONA  

p-WARTOŚĆ TESTU 

Nawilżenie 

T0 ANOVA 1,0000 

T1 ANOVA 0,5989 

T2 ANOVA 0,1446 

T3 ANOVA 0,0256 

T4 ANOVA 0,0021 

Elastyczność 

T0 ANOVA 0,9994 

T1 ANOVA 0,2982 

T2 ANOVA 0,0251 

T3 ANOVA 0,0009 

T4 ANOVA 0,0001 

TEWL 

T0 Kruskala - Wallisa 1,0000 

T1 Kruskala - Wallisa 0,9721 

T2 Kruskala - Wallisa 0,8920 

T3 Kruskala - Wallisa 0,8908 

T4 Kruskala - Wallisa 0,9960 

W tabeli 26 przedstawiono obliczone wartości p testów wykorzystanych do porównania 
grupy 1,2 oraz 3 (statystycznie istotne wartości testu zostały pogrubione). Przy założonym 
poziomie istotności statystycznej (p   0,05) stwierdzono występowanie różnic pomiędzy 
grupami w przypadku nawilżenia w T3 (p = 0,0256 < 0,05) oraz T4 (p = 0,0021 < 0,05),  
a także w przypadku elastyczności w T3 (p = 0,0009 < 0,05) oraz T4 (p =0,0001 < 0,05). 
Podobnie, jak w przypadku porównywania w obrębie grup, w dalszym toku analizy 
statystycznej przeprowadzono testy post-hoc, mające na celu określenie, pomiędzy którymi 
grupami występują wspomniane różnice.  

W oparciu o wyniki testu Tukey’a stwierdzono występowanie statystycznie istotnych 
różnic średniej wartości nawilżenia skóry pomiędzy preparatem placebo, a preparatem 2 po 
trzech (p < 0,05) oraz czterech tygodniach (p < 0,01) ich aplikacji. Takich różnic nie 
odnotowano natomiast w przypadku preparatu 1, oraz preparatu 2 po pierwszym i drugim 
tygodniu jego aplikacji. Wnioskować można zatem, że preparat 2 wykazuje lepsze działanie 
nawilżające (ΔT0 - T4 = 17,59 CU), niż preparat 1 (ΔT0 - T4 = 14,9 CU) oraz preparat placebo. 
(ΔT0 - T4 = 8,5 CU). Ponadto, nawilżenie to zaczyna wzrastać znacząco po trzech tygodniach 
aplikacji preparatu 2 (rys. 79). Otrzymane wyniki analizy statystycznej potwierdzają więc 
założenia, że koniugat JA-YYKS-NH2 wykazuje działanie nawilżające.  
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Rys. 79. Różnice wpływu poszczególnych preparatów na poziom nawilżenia skóry po 1, 2, 
3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji. 

Odnotowano także występowanie statystycznie istotnych różnic średniej wartości 
elastyczności skóry pomiędzy preparatem placebo, a preparatem 1 (p < 0,001)  
i preparatem 2 (p < 0,05) po trzech oraz czterech tygodniach ich aplikacji (rys. 80). Oznacza 
to, że aplikacja zarówno preparatu 1 jak i preparatu 2 powoduje wzrost elastyczności skóry, 
jednakże preparat 1 wykazuje większą efektywność działania (ΔT0 - T4 = 0,21 j.u.)  
w porównaniu z preparatem 2 (ΔT0 - T4 = 0,15 j.u.). Otrzymane wyniki analizy statystycznej 
potwierdzają, więc założenie, że kwas jasmonowy, obecny w cząsteczkach obu koniugatów 
JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2 powoduje wzrost elastyczności skóry. 

 

Rys. 80. Różnice wpływu poszczególnych preparatów na poziom elastyczności skóry po 1, 
2, 3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji. 

W oparciu o wyniki testu Dunna stwierdzono brak występowania statystycznie istotnych 
różnic średniej wartości TEWL w wyniku aplikacji preparatu placebo, 1 oraz 2 przez okres 4 
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tygodni. Oznacza to, że żaden z przygotowanych preparatów nie ma znaczącego wpływu  
na wartość transepidermalnej utraty wody (rys. 81). 

 

Rys. 81. Różnice wpływu poszczególnych preparatów na poziom TEWL po 1, 2, 3 oraz 4 
tygodniach ich aplikacji. 

 

W pracy przedstawiono również wyniki subiektywnej oceny działania preparatów. Po 
zakończeniu badań probanci wypełnili ankietę, w której ustalono 4-stopniową skalę 
satysfakcji (rys. 82 - 83). Na podstawie wyników ankiety określono stopień zadowolenia 
probantów z działania pielęgnacyjnego stosowanych preparatów. 

 

Rys. 82. Wyniki subiektywnej oceny wpływu badanych preparatów na nawilżenie skóry po 4 
tygodniach ich stosowania. 

Zaobserwowano, że aż 83,33% probantów (25 osób) stwierdziło zdecydowaną poprawę 
nawilżenia skóry w wyniku czterotygodniowego stosowania preparatu 2, natomiast 13,33% 
(5 osób) odnotowało minimalną poprawę. Tylko 3,34% badanych (1 osoba) nie zauważyło 
wzrostu nawilżenia skóry w wyniku stosowania preparatu 2. Zarówno w przypadku placebo, 
jak i preparatu 1, większość badanych osób (odpowiednio 63,33% oraz 66,67%)  
nie odnotowało poprawy w nawilżeniu skóry, natomiast 36,67% (placebo) oraz 33,33% 
(preparat 1) odnotowało minimalną poprawę w nawilżeniu skóry.  
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Rys. 83. Wyniki subiektywnej oceny wpływu badanych preparatów na elastyczność skóry 
po 4 tygodniach ich stosowania. 

W oparciu o wyniki subiektywnej oceny wpływu badanych preparatów na elastyczność 
skóry stwierdzono, że 86,67% badanych (26 osób) stwierdziło minimalną poprawę, 10% 
badanych (3 osoby) odnotowały brak poprawy, a 3,33% (jedna osoba) - pogorszenie 
elastyczności skóry w wyniku czterotygodniowego stosowania preparatu 2. W przypadku 
preparatu 1, 73,33% probantów (22 osoby) stwierdziło zdecydowaną poprawę, 16,67%  
(5 osób) - minimalną poprawę, a 10% (3 osoby) - brak poprawy elastyczności skóry po 
zakończeniu badań. Stwierdzono, że wszystkie otrzymane wyniki oceny subiektywnej są 
zbieżne z wynikami pomiarów aparaturowych. Ponadto, ankietowani nie zaobserwowali 
niepożądanych zmian skórnych w następstwie stosowania testowanych preparatów. 

PODSUMOWUJĄC, przeprowadzone badanie in vivo efektywności działania 

przygotowanych formulacji zawierających pochodne kwasu jasmonowego dowiodły, że 
preparat 2 powoduje największy wzrost nawilżenia skóry, co potwierdza hipotezę na temat 
potencjalnego działania nawilżającego koniugatu JA-YYKS-NH2. Wzrost nawilżenia skóry 
zaobserwowany w przypadku preparatu placebo oraz 1 może być spowodowany 
zawartością gliceryny (10 % w/w) w składzie kompozycji żelu HEC. Odnotowano również, 
że zarówno preparat 1, jak i preparat 2 powodują wzrost elastyczności skóry, co potwierdza 
hipotezę na temat potencjalnego działania uelastyczniającego kwasu jasmonowego. 
Stwierdzono jednak, że koniugat JA-YPFF-NH2 powoduje większy wzrost elastyczności 
skóry, niż koniugat JA-YYKS-NH2. Wszystkie testowane preparaty spowodowały 
nieznaczny wzrost transepidermalnej utraty wody. Jest to prawdopodobnie spowodowane 
brakiem substancji lipidowych (redukujących TEWL) w kompozycji tychże preparatów. 
Wyniki przeprowadzonych badań nie potwierdziły hipotezy, że koniugat JA-YPFF-NH2 

redukuje nadwrażliwość skóry, ponieważ badania prowadzono na zdrowej, niezmienionej 
chorobowo skórze, a do badań nie wykorzystano żadnej substancji wywołującej 
podrażnienia. Po zakończeniu badań wszyscy probanci wypełnili także ankietę, mającą  
na celu weryfikację ich opinii na temat wpływu stosowania preparatów na nawilżenie  
i elastyczność skóry. Wyniki ankiety dowiodły, że wszystkie otrzymane wyniki oceny 
subiektywnej są zbieżne z wynikami pomiarów aparaturowych. 
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

W oparciu o uzyskane wyniki badań w ramach pracy doktorskiej otrzymano następujące wnioski: 

BADANIE STRUKTURY OTRZYMANYCH POCHODNYCH KWASU JASMONOWEGO 

I. Masa cząsteczkowa otrzymanych koniugatów (JA-YPFF-NH2 oraz JA-YPFF-NH2) została 
potwierdzona z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-MS. Potwierdzono również ich strukturę oraz 
obecność charakterystycznych grup funkcyjnych z wykorzystaniem spektroskopii NMR i FTIR. 

BADANIE ZDOLNOŚCI ANTYOKSYDACYJNEJ KWASU JASMONOWEGO I JEGO POCHODNYCH 

II. Spośród wszystkich badanych substancji aktywnych, koniugat JA-YYKS-NH2 wykazał największą,  
a MeDHJ - najmniejszą zdolność wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu.  

III. Aktywność antyoksydacyjna jest związana z budową cząsteczki substancji, a zwłaszcza obecnością 
układu sprzężonych wiązań podwójnych oraz grupy hydroksylowej stanowiącej donor atomu wodoru  
w reakcji redukcji wolnego rodnika. 

OCENA ORGANOLEPTYCZNA PRZYGOTOWANYCH PREPARATÓW 

IV. Przygotowane Emulsje (1, 2 oraz 3) zawierające kwas jasmonowy i jego pochodne cechowały się 
gładką, jednolitą konsystencją oraz białą barwą, natomiast preparaty na bazie żelu PAA oraz żelu 
HEC były bezbarwne i klarowne.  

ANALIZA MIKROSKOPOWA PRZYGOTOWANYCH PREPARATÓW 

V. Analiza mikroskopowa umożliwiła potwierdzenie typu przygotowanych emulsji (Emulsja 1 oraz  
3 - o/w, natomiast Emulsja 2 –  w/o). Rozmiar cząstek przygotowanych emulsji nie przekraczał 100 
μm, w związku z czym miały one charakter makroemulsji. 

 
BADANIE WARTOŚCI pH ORAZ LEPKOŚCI PRZYGOTOWANYCH PREPARATÓW 

 
VI. Dodatek substancji aktywnej nie miał istotnego wpływu na wartość pH preparatów. Wartość pH 

wszystkich preparatów była zbliżona do wartości pH zdrowej skóry, w związku z tym otrzymane 
preparaty mogą być potencjalnie wykorzystywane do aplikacji naskórnych. 

VII. Dodatek substancji aktywnej nie miał istotnego wpływu na zmianę lepkość preparatów. Lepkość 
przygotowanych formulacji jest determinowana przez zawartość wody w ich kompozycji, poniewaź 
niezależnie od dodatku jasmonidu, najmniejszą lepkością charakteryzował się żel PAA, natomiast 
największą - Emulsja 2. 
 

BADANIE KOMPATYBILNOŚCI KRYSTALICZNYCH KONIUGATÓW ORAZ PRZYGOTOWANYCH FORMULACJI METODĄ 

DSC 

VIII. Analiza DSC umożliwiła ocenę czystości chemicznej badanych koniugatów oraz ich kompatybilności  
z przygotowanymi formulacjami. Związki te są cechowały się dużą czystością chemiczną.  

IX. Kompatybilność lipofilowych koniugatów z daną emulsją jest związana z jej składem recepturowym 
– im niższa zawartość fazy tłuszczowej, tym gorsza rozpuszczalność badanych substancji  
w podłożu kosmetycznym. Badane koniugaty wykazały najmniejszą kompatybilność z Emulsją 1, 
bowiem nie uległy w niej całkowitemu rozpuszczeniu. Związki te dobrze komponują się zarówno  
z Emulsją 2 i 3, jak i żelem PAA i HEC, zawierającymi w swoim składzie alkohole, stanowiące dobry 
rozpuszczalnik dla krystalicznych koniugatów. 
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BADANIE ROZKŁADU WIELKOŚCI CZĄSTEK (PSD) ORAZ STABILNOŚCI (MLS) PRZYGOTOWANYCH FORMULACJI 

X. Temperatura przechowywania ma istotny wpływ na stabilność przygotowanych preparatów. Analiza 
stabilności preparatów metodą MLS dowiodła, że największą stabilnością wykazały preparaty 
przechowywane w 4ºC, natomiast najmniejszą - preparaty przechowywane w 45ºC. Wyniki te są 
zgodne z analizą zmian rozkładu wielkości cząstek metodą PSD. 

XI. Kompozycja i lepkość preparatów mają znaczący wpływ na ich stabilność. Niezależnie od warunków 
przechowywaniaprzechowywania, największą stabilnością cechowały się preparaty na bazie Emulsji 
3 z dodatkiem autoemulgatora. Najmniejszą stabilność w temperaturze przechowywania 4 oraz 
25ºC wykazały preparaty na bazie Emulsji 1. Jest to prawdopodobnie związane z ich niską 
lepkością oraz brakiem autoemulgatora w kompozycji. Najmniejszą stabilność w temperaturze 
przechowywaniaprzechowywania 45ºC wykazały z kolei preparaty na bazie Emulsji 2 (upłynnienie 
emulsji i jej destabilizacja wskutek obniżenia lepkości). 

XII. Nie stwierdzono znaczących różnic pomiędzy rozkładem wielkości cząstek danej formulacji, 
zawierającej różne jasmonidy przechowywane w określonych warunkach temperaturowych.  

XIII. Rozpuszczalność substancji aktywnej w podłożu kosmetycznym ma wpływ na stabilność preparatu. 
Im większa lipofilowość substancji aktywnych, tym lepsza ich rozpuszczalność w podłożu o dużej 
zawartości fazy tłuszczowej. Badane substancje aktywne mają charakter lipofilowy, w związku  
z czym słabo rozpuszczają się w Emulsji 1 o niskiej zawartości fazy tłuszczowej (22,50 % w/w).  

XIV. Obecność substancji z grupy alkoholi (izopropanol, gliceryna) w kompozycji preparatu ułatwia 
rozpuszczanie lipofilowych substancji aktywnych. 

XV. Dodatek kwasu jasmonowego i jego pochodnych do baz emulsji ma wpływ na ich stabilność. 
Stwierdzono, że dodatek kwasu jasmonowego powoduje największą destabilizację Emulsji 1 oraz 2 
temperaturze przechowywania 4 oraz 25°C. Jest to prawdopodobnie związane z większą gęstością 
JA, w porównaniu z pozostałymi jasmonidami. Pomimo tego faktu, wartość parametru ΔBS 
wszystkich przygotowanych formulacji, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C nie 
przekraczała jednak progu 10 %, w związku z czym uznano je za preparaty stabilne. Wartość 
ΔBS>10 % została odnotowana w przypadku preparatów na bazie Emulsji 1, 
przechowywanychprzechowywanych w temperaturze 45°C. W związku z powyższym, zostały one 
uznane za niestabilne we wspomnianych warunkach przechowywaniaprzechowywania.  

 
BADANIE WPŁYWU DODATKU JASMONIDÓW NA STABILNOŚĆ TERMICZNĄ FORMULACJI Z WYKORZYSTANIEM TGA 

 
XVI. Dodatek kwasu jasmonowego i jego pochodnych nie ma znaczącego wpływu na stabilność 

termiczną przygotowanych formulacji.  
XVII. Stabilność termiczna formulacji zależy przede wszystkim od ich kompozycji. Zaobserwowano, że im 

większa zawartość fazy wodnej formulacji, tym szybsza jej degradacja w wyniku działania wysokich 
temperatur. W oparciu o wyniki badań nie odnotowano zmian w składzie przygotowanych formulacji 
zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. 
 

OZNACZANIE KWASU JASMONOWEGO I JEGO POCHODNYCH W PREPARATACH KOSMETYCZNYCH ZA POMOCĄ 

HPLC 
XVIII. Opracowana metoda oznaczania jasmonidów w formulacjach kosmetycznych charakteryzowała się 

wysoką liniowością oraz niską granicą wykrywalności i oznaczalności w określonym przedziale 
stężeń substancji aktywnej. 

XIX. Wszystkie badane jasmonidy wykazały większą stabilność w preparatach przechowywanych 
przechowywanych w temperaturze 4°C. 
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BADANIE PRZENIKANIA SUBSTANCJI AKTYWNYCH PRZEZ BARIERY IMITUJĄCE SKÓRĘ IN VITRO 
 

XX. Lepkość podłoża ma decydujący wpływ na ilość uwolnionej substancji aktywnej. Najlepsze podłoże 
do uwalniania JA i jego pochodnych stanowi hydrofilowy żel PAA, charakteryzujący się niską 
lepkością, natomiast najgorsze podłoże stanowi Emulsja 2 typu o/w, charakteryzująca się 
największą lepkością spośród wszystkich przygotowanych formulacji.  

XXI. Podłoża o niskiej lepkości warunkują szybsze uwalnianie kwasu jasmonowego i jego pochodnych  
do medium w porównaniu z preparatami o większej lepkości.  

XXII. Modyfikacja kwasu jasmonowego za pomocą wybranych tetrapeptydów zmienia jego lipofilowość.  
W konsekwencji zwiększa się ilość uwolnionej substancji aktywnej z przygotowanych hydrożeli (PAA 
oraz HEC) w porównaniu z kwasem jasmonowym.  

XXIII. Wszystkie profile uwalniania JA z badanych preparatów były najbardziej zgodne z modelem 
Korsmeyera-Peppasa, natomiast profile uwalniania pozostałych pochodnych kwasu jasmonowego 
były zgodne z modelem kinetycznym Higuchiego.  
 

BADANIE IN VIVO EFEKTYWNOŚCI DZIAŁANIA PRZYGOTOWANYCH FORMULACJI ZAWIERAJĄCYCH JASMONIDY 
 

XXIV. Wykazano, że aplikacja preparatu zawierającego koniugat JA-YYKS-NH2 na skórę powoduje 
większy wzrost jej nawilżenia, aniżeli aplikacja preparatu zawierającego koniugat JA-YPFF-NH2 oraz 
preparat placebo. Wynika to prawdopodobnie z faktu, że sekwencja tetrapeptydu wchodzącego  
w skład koniugatu JA-YYKS-NH2 przypomina skład aminokwasowy α-kolagenu typu III  
(tzw. kolagenu natywnego), który ma znaczący wpływ na poziom nawilżenia skóry. 

XXV. Wykazano, że aplikacja preparatu zawierającego koniugat JA-YPFF-NH2 na skórę powoduje 
większy wzrost jej elastyczności, aniżeli aplikacja preparatu zawierającego koniugat JA-YYKS-NH2 
oraz preparat placebo. Wynika to prawdopodobnie z faktu, że koniugat zawiera w swoim składzie 
cząsteczki proliny, która wraz z hydroksyproliną oraz glicyną stanowią trzy podstawowe jednostki 
budulcowe α-kolagenu typu I. Jest to najbardziej powszechnie występujący rodzaj kolagenu  
w ludzkiej skórze. 

XXVI. Wszystkie testowane preparaty spowodowały nieznaczny wzrost transepidermalnej utraty wody. 
Jest to prawdopodobnie spowodowane brakiem substancji lipidowych (redukujących TEWL)  
w kompozycji tychże preparatów 

XXVII. Wyniki ankiety prowadzonej wśród probantów po zakończeniu badań dowiodły, że wszystkie 
otrzymane wyniki oceny subiektywnej są zbieżne z wynikami pomiarów aparaturowych. 
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W ostatnich latach nastąpił dynamiczny rozwój przemysłu kosmetycznego. Z tego względu 
naukowcy i technolodzy nieustannie poszukują nowych substancji aktywnych, które polepszyłyby 
kondycję i wygląd skóry. Nowością na rynku farmaceutycznym oraz kosmetycznym są jasmonidy  
- hormony roślinne, które wykazują aktywność terapeutyczną.  

W związku z powyższym, głównym celem przedkładanej rozprawy doktorskiej było opracowanie 
oraz analiza nowych preparatów zawierających kwas jasmonowy (ang. jasmonic acid, JA) i jego 
pochodne - jasmonian metylu (ang. methyl jasmonate, MeJ) oraz dihydrojasmonian metylu (ang. methyl 
dihydrojasmonate, MeDHJ). Podjęto także próbę zaprojektowania oraz determinacji aktywności in vivo 
nowych pochodnych kwasu jasmonowego w postaci jego koniugatów z wybranymi tetrapeptydami (JA-
YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2). Celem badań w ramach pracy doktorskiej była także ocena 
potencjalnego zastosowania nowych receptur zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne  
w preparatach do pielęgnacji skóry.  

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono charakterystykę fizykochemiczną kwasu 
jasmonowego i jego pochodnych. Struktury koniugatów JA-YPFF-NH2 oraz JA-YPFF-NH2 potwierdzono 
za pomocą następujących metod spektroskopowych: ESI-MS, FTIR oraz NMR. Zdeterminowano 
również aktywność przeciwutleniającą badanych związków z wykorzystaniem metody rodnika  
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu. Wykazano, że spośród wszystkich badanych substancji aktywnych, 
koniugat JA-YYKS-NH2 posiadał największą, a MeDHJ - najmniejszą aktywność antyoksydacyjną, która 
jest związana z budową cząsteczki substancji aktywnej. 

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przygotowano pięć różnych preparatów (Emulsja 1, 2 i 3, żel 
HEC oraz żel PAA) zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. Przeprowadzono ocenę 
organoleptyczną oraz analizę mikroskopową otrzymanych formulacji. Odnotowano także, że wartość 
pH wszystkich preparatów była zbliżona do wartości pH zdrowej skóry, a dodatek substancji aktywnej 
nie miał istotnego wpływu na wartość pH preparatów. Stwierdzono również, że lepkość przygotowanych 
formulacji jest determinowana przez zawartość wody w ich kompozycji, ponieważ niezależnie od typu 
dodanego jasmonidu, najmniejszą lepkością charakteryzował się żel PAA, natomiast największą - 
Emulsja 2. 

Kompatybilność substancji aktywnych z bazą kosmetyczną może mieć kluczowy wpływ na 
stabilność gotowego preparatu. W niniejszej pracy zbadano kompatybilność krystalicznych koniugatów  
ze wszystkimi przygotowanymi preparatami. Stwierdzono, że badane koniugaty są najmniej 
kompatybilne z Emulsją 1. Związki te są natomiast kompatybilne z pozostałymi przygotowanymi bazami 
kosmetycznymi. Wyniki analizy DSC badanych substancji aktywnych potwierdziły wysoką czystość 
otrzymanych koniugatów. 

Preparaty przeznaczone do aplikacji naskórkowej powinny cechować się wysoką stabilnością  
w czasie. Otrzymane formulacje przechowywano w różnych warunkach temperaturowych (w 4 oraz 
25°C przez 70 dni oraz w 45°C przez 14 dni). Następnie przeprowadzono ocenę ich stabilności  
z wykorzystaniem techniki wielokrotnego rozpraszania światła (ang. multiple light scattering, MLS) oraz 
dyfrakcji laserowej (ang. laser diffraction, LD). Stwierdzono, że spośród wszystkich przygotowanych 
emulsji, najbardziej stabilne są preparaty przechowywane w temperaturze 4°C. Najmniejszą 
stabilnością cechowały się z kolei preparaty przechowywane w temperaturze 45 °C. W przypadku 
formulacji na bazie Emulsji 2, uległy one rozwarstwieniu już po 24 godzinach przechowywania w 
temperaturze 45°C. Odnotowano, że spośród wszystkich preparatów przechowywanych w 
temperaturze 4 oraz 25 °C, największą stabilnością cechowały się preparaty na bazie Emulsji 3. Jest to 
związane z obecnością autoemulgatora w kompozycji wspomnianych formulacji. Stwierdzono także, 
dodatek jasmonidów nie ma znaczącego wpływu na rozkład wielkości cząstek przygotowanych 
preparatów. Ponadto, potwierdzono wpływ działania ultradźwięków na rozmiar cząstek emulsji. Zmiana 
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rozkładu wielkości cząstek wskutek działania ultradźwięków na zdyspergowaną próbkę może być 
bowiem wykorzystywana do detekcji zjawiska aglomeracji cząstek preparatów. 

Wyniki analizy stabilności otrzymanych preparatów metodą MLS są zgodne z wynikami analizy 
metodą LD. Ponadto, w oparciu o wyniki analizy zmian parametru wstecznego rozproszenia w czasie 
stwierdzono, że najmniejszą stabilność w temperaturze przechowywania 4 oraz 25 ºC wykazały 
preparaty na bazie Emulsji 1. Jest to prawdopodobnie związane z ich niską lepkością oraz brakiem 
autoemulgatora w kompozycji. Ponadto, stwierdzono zależność pomiędzy stabilnością preparatu  
a rozpuszczalnością substancji aktywnej w podłożu kosmetycznym. Im większa lipofilowość substancji 
aktywnych, tym lepsza ich rozpuszczalność w podłożu o dużej zawartości fazy tłuszczowej. Badane 
substancje aktywne mają charakter lipofilowy, w związku z czym są słabo rozpuszczalne w podłożu 
Emulsji 1 o niskiej zawartości fazy tłuszczowej (22,50 % w/w).  

W pracy zbadano także wpływ dodatku kwasu jasmonowego i jego pochodnych na stabilność 
przygotowanych preparatów. Stwierdzono, że dodatek kwasu jasmonowego powoduje największą 
destabilizację Emulsji 1 oraz 2 w temperaturze przechowywania 4 oraz 25°C. Jest to prawdopodobnie 
związane z właściwościami fizykochemicznymi JA. Związek ten charakteryzuje się większą gęstością, 
niż MeJ czy MeDHJ, co może utrudniać otrzymanie homogenicznego układu i w efekcie prowadzić do 
obniżenia jego stabilności. Wartość zmian parametru wstecznego rozproszenia wszystkich 
przygotowanych formulacji, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C nie przekracza jednak 
progu 10 %, w związku z czym są one uznawane za preparaty stabilne. Wartość graniczna została 
przekroczona w przypadku preparatów na bazie Emulsji 1 przechowywanych w temperaturze 45°C. W 
związku z powyższym, zostały one uznane za niestabilne we wspomnianych warunkach 
przechowywania. 

W przedkładanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono również ocenę wpływu dodatku JA i jego 
pochodnych na stabilność termiczną formulacji z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej. 
Odnotowano brak wpływu dodatku substancji aktywnych na stabilność termiczną wszystkich 
przygotowanych preparatów. Stwierdzono, że stabilność termiczna formulacji zależy przede wszystkim 
od ich kompozycji. Zaobserwowano, że im większa zawartość fazy wodnej formulacji, tym szybsza jej 
degradacja w wyniku działania wysokich temperatur. W związku z powyższym, największą stabilnością 
termiczną cechowały się preparaty na bazie Emulsji 2 (20,50 % fazy wodnej), natomiast najmniejszą  
- preparaty na bazie żelu PAA (99% fazy wodnej). Analiza TGA została również wykorzystana do oceny 
zmian składu kompozycji preparatów w czasie. W oparciu o wyniki badań nie odnotowano zmian  
w składzie przygotowanych formulacji zawierających kwas jasmonowy i jego pochodne. Należy 
wspomnieć, że stabilność termiczna preparatu nie jest tożsama z jego stabilnością w czasie. 

Skuteczność działania preparatu zależy w dużej mierze od ilości substancji aktywnej, jaka uwalnia 
się z podłoża kosmetycznego. W związku z powyższym, badania uwalniania substancji aktywnej mogą 
stanowić kluczowy etap badań podczas opracowywania nowych receptur kosmetycznych oraz 
farmaceutycznych. Ze względu na brak danych literaturowych dotyczących uwalniania jasmonidów  
z półstałych form kosmetycznych, w niniejszej pracy doktorskiej opracowano metodykę badań 
uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych z przygotowanych preparatów przez 
semiprzepuszczalne membrany syntetyczne in vitro do roztworu akceptorowego o określonej wartości 
pH oraz temperatury. Ocenę ilości uwolnionej substancji prowadzono z wykorzystaniem 
spektrofotometrii UV-Vis. Wykazano, że lipofilowość cząsteczki substancji aktywnej może być 
czynnikiem limitującym jej uwalnianie z podłoża o dużej zawartości komponentów tłuszczowych. 
Stwierdzono również, że rodzaj formulacji determinuje szybkość uwalniania jasmonidów, bowiem wraz 
ze wzrostem lepkości preparatu maleje ilość uwolnionej substancji. W oparciu o uzyskane dane 
empiryczne, przeprowadzono również ocenę kinetyki uwalniania jasmonidów z przygotowanych 
formulacji. Wysoka wartość współczynnika korelacji R2 wskazała na dobre dopasowanie profilu 
uwalniania JA do modelu Korsmeyera-Peppasa. Profile uwalniania pozostałych substancji aktywnych 
były natomiast zgodne z modelem Higuchiego.  
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Nie tylko formulacja, ale również substancja aktywna powinna być stabilna w określonych 
warunkach przechowywania preparatu. Znaczny spadek stężenia substancji aktywnej w preparacie 
kosmetycznym jest zmianą ilościową i może świadczyć o niestabilności tejże substancji  
w zdefiniowanych warunkach przechowywania. W celu określenia stabilności JA i jego pochodnych  
w przygotowanych preparatach, opracowano metodykę ich oznaczania z wykorzystaniem 
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high performance liquid chromatography, HPLC). 
Stwierdzono, że wszystkie badane jasmonidy wykazują większą stabilność w preparatach 
przechowywanych w temperaturze 4°C. Jest to prawdopodobnie związane z faktem, że kwas 

jasmonowy i jego pochodne zaliczane są do grupy VOCs, które w wyższych temperaturach łatwo 
przechodzą w postać pary lub gazu. W związku z powyższym, im niższa temperatura przechowywania, 
tym lepsza stabilność preparatów zawierających jasmonidy. Nadto, należy nadmienić, iż jest to zgodne  
z tym co zalecają producenci wzorców kwasu jasmonowego i jego pochodnych (przechowywanie 
produktów w niskich temperaturach w celu przedłużenia okresu ich trwałości i stabilności). 

Wyniki analizy uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych przez syntetyczne membrany 
skłoniły do podjęcia oceny skuteczności działania przygotowanych preparatów w badaniach in vivo  
z udziałem grupy probantów. Na podstawie obliczeń statystycznych stwierdzono, że preparaty 
zawierające koniugaty wykazują lepsze działanie pielęgnacyjne (wzrost elastyczności / nawilżenia 
skóry) w porównaniu z preparatami placebo. Odnotowano, że preparat 2 (żel HEC + JA-YYKS-NH2) 
powoduje największy wzrost nawilżenia skóry, co potwierdza hipotezę na temat potencjalnego działania 
nawilżającego koniugatu JA-YYKS-NH2. Odnotowano również, że zarówno preparat 1 (żel HEC  
+ JA-YPFF-NH2), jak i preparat 2 powodują wzrost elastyczności skóry, co potwierdza hipotezę  
na temat potencjalnego działania uelastyczniającego kwasu jasmonowego. Stwierdzono jednak,  
że koniugat JA-YPFF-NH2 powoduje większy wzrost elastyczności skóry, niż koniugat JA-YYKS-NH2. 
Wyniki subiektywnej ankiety po zakończeniu badań były zgodne z wynikami aparaturowymi. Rezultaty 
badań przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej dowodzą, że kwas jasmonowy i jego 
pochodne mogą stanowić ciekawe zagadnienie dla przemysłu kosmetycznego. 
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SUMMARY 

Recent dynamic development of cosmetic industry has implied the search  for new active 
ingredients that will improve skin appearance and its condition. One group of such new ingredients are 
jasmonates, plant hormones, that exhibit therapeutic activity.  

The  main aim of the doctoral dissertation presented was to develop and analyze new formulations 
containing jasmonic acid (JA) and its derivatives such as methyl jasmonate (MeJ) and methyl 
dihydrojasmonate (MeDHJ). An attempt was also made to design new derivatives of jasmonic acid in 
the form of its conjugates with selected tetrapeptides (JA-YPFF-NH2 and JA-YYKS-NH2) as well as to 
determine their biological activity in vivo. Another objective of this PhD thesis was to evaluate the 
potential use of new formulations containing jasmonic acid and its derivatives in skin care. 

Jasmonic acid and its derivatives were subjected to detail physicochemical characterization.  The 
structures of new conjugates (JA-YPFF-NH2 and JA-YPFF-NH2) were confirmed using the following 
spectral methods: ESI-MS, FTIR and NMR. Antioxidant activity of tested jasmonates was also 
determined using free radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method. It was established that the 
conjugate JA-YYKS-NH2 exhibited the strongest antioxidant activity, whereas MeDHJ showed the 
smallest antioxidant potential among all tested compounds. The antioxidant activity was found to be 
strongly connected with the structure of a tested compound. 

Five different formulations (Emulsion 1,2 and 3 as well as HEC gel and PAA gel) containing JA and 
its derivatives were prepared. Organoleptic assessments as well as microscopic  analysis of obtained 
products were performed. It was observed that the pH value of all obtained formulations was similar to 
the pH value of healthy skin and the addition of an active compound had no significant influence on the 
pH value of formulation base. The viscosity of prepared products was found to be determined by the 
amount of water in their composition, because regardless of the addition of jasmonate, the most viscous 
was Emulsion 2 and the least viscous was PAA gel.  

The compatibility of the active substance to the cosmetic base may have a key influence on the 
stability of the final product. Thus, the compatibility of crystal conjugates and all prepared cosmetic 
bases was investigated. It was found that the designed conjugates are less compatible with Emulsion 1. 
However, these compounds are compatible with all other prepared formulations. Results of DSC 
analysis confirmed high purity of obtained conjugates. 

Formulations intended for topical application should exhibit good stability over time. Therefore, the 
obtained products were stored at different temperatures (4 and 25 °C for 70 days and at 45 °C for 14 
days). The stability studies of these formulations were performed using multiple light scattering (MLS) 
and laser diffraction (LD) techniques. It was found that the formulation stored at 4 °C was the most 
stable, whereas the products stored at 45 °C were the least stable. All formulation based on Emulsion 2 
underwent delamination already after 24 hours of storage at 45 °C.  From among all prepared products 
stored at 4 and 25 °C, the most stable were the products based on Emulsion 3. This fact is related to 
the presence of co-emulsifier in its composition. Moreover, the addition of jasmonates had no significant 
influence on a particle size distribution of obtained products. However, the influence of ultrasounds on 
the particles size distribution of emulsion was confirmed. Changes in particle size distribution as a result 
of ultrasounds treatment may be used for the detection of aggregation phenomenon of the emulsion 
particles.  

The results of stability studies performed using MLS are in compliance with LD measurements. On 
the basis of changes in the backscattering parameter value over time it was concluded that from among 
all formulations stored at 4 and 25 ºC, less stable were the products based on Emulsion 1. It was 
probably caused by their low viscosity and lack of co-emulsifier in their composition.  A relationship 
between the formulation stability and the solubility of the active substance in cosmetic base was 
observed. The more lipophilic the active ingredient, the better solubility of this ingredient in the cosmetic 
base containing a little amount of an oil phase. The tested jasmonates are lipophilic, therefore they are 
poorly soluble in the base of Emulsion 1, containing only 22.50% of water phase. 
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Another problem studied was the influence of JA and its derivatives on the stability of prepared 
products. It was determined that the addition of jasmonic acid caused the greatest destabilization of 
Emulsion 1 and 2, stored at 4 and 25 ºC. It was probably related to the physicochemical properties of 
JA. This compound exhibited higher density than MeJ or MeDHJ that might cause difficulties in 
obtaining homogenous system and hence led to a decrease in  its stability. The value of delta 
backscattering of all prepared formulations, stored at 4 and 25 ºC, did not exceed 10 %, therefore they 
can be treated as stable samples. This limiting value was exceeded for the  products based on 
Emulsion 1 and stored at 45 ºC. Therefore, these formulations are presumed to be unstable in the 
mentioned storage conditions.  

The influence of JA and its derivatives on thermal stability of formulations was also studied by 
thermogravimetric analysis. No influence of the addition of jasmonates on thermal stability of the 
prepared products was observed.  The thermal stability of formulations mainly depended on their 
composition. The higher the amount of water phase in the formulation, the faster the degradation of the 
product effected by high temperature. Therefore, the products based on Emulsion 2 were the most 
stable (22.50% of water phase), and products on the basis of PAA gel – the least stable (99% of water 
phase) from among all prepared formulations. TGA analysis was also used to evaluate the changes in 
composition of the obtained products over time. According to the results, no changes in the composition 
of prepared products containing Ja and its derivatives were observed over time. It should be mentioned 
that thermal stability of a formulation is not identical with its stability over time. 

The effectiveness of cosmetic product mainly depends on the amount of an active substance 
released from cosmetic base. Therefore, release of the active substance may be a key stage of studies 
during development of new cosmetic and pharmaceutical products. There is no literature data on 
release of jasmonates from semisolid dosage forms. Therefore, a methodology for release studies of 
jasmonates from prepared formulations to the medium (with known pH value and temperature) through 
semipermeable synthetic membranes in vitro was developed. The assessment of the amount of 
released substance was performed using UV-Vis spectrophotometry. It was determined that lipophilicity 
of the active compound might be a limiting factor of  its release from the base-containing majority of fat 
components. It was also concluded that the type of formulation determined the release kinetics of 
jasmonates because the amount of released compound decreased with the increasing viscosity of 
formulation. The release kinetics of jasmonates from the obtained products was also evaluated. High 
value of correlation coefficient R2 indicated a good fit of JA release to the Korsmeyer-Peppas model. 
Release profiles of other tested jasmonates were compliant with the Higuchi model. 

Not only formulation, but also the active ingredient should be stable in certain storage conditions. 
Considerable decrease in the active ingredient  concentration in the formulation is a quantitative change 
and may indicate the instability of this substance in certain storage conditions. To determine the stability 
of JA and its derivatives in the prepared products, the methodology for analysis of their stability using 
high performance liquid chromatography (HPLC) was developed. It was determined that all tested 
jasmonates were the most stable as components of products stored at 4°C. This is probably caused by 
the fact that jasmonates are VOCs, which sublimate easily in higher temperature. Therefore, the lower 
the temperature of storage, the better the stability of formulations containing jasmonates. Furthermore, 
it should be mentioned that this is compliant with the recommendations given by the suppliers of JA and 
its derivatives (the storage of products at low temperature conditions to prolong their shelf-life and 
stability). 

Results of jasmonates release studies through synthetic membranes prompted the assessment of 
effectiveness of the prepared products in in vivo studies on human volunteers. According to the results 
of statistical analysis it was found that the products containing conjugates exhibited better activity 
(increase in the  skin elasticity/moisturization ) than placebo products. t Product 2 (HEC gel + JA-YYKS-
NH2) caused the highest increase in the  human skin moisturization  that confirmed the hypothesis on 
the potential moisturizing activity of the JA-YYKS-NH2 conjugate. Product 1 (HEC gel + JA-YPFF-NH2) 
as well as product 2 caused an increase in the human skin elasticity that confirmed the hypothesis on a 
potential influence of jasmonic acid on increase in  skin elasticity. The JA-YPFF-NH2 conjugate caused 
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higher increase in skin elasticity than the JA-YYKS-NH2 conjugate. The results of subjective survey 
performed after in vivo studies were compliant with the instrumental results. The results of the studies 
performed as a part of presented doctoral thesis proved that jasmonic acid and its derivatives might be 
interesting ingredients  for cosmetic industry. 
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Załącznik 1. Uchwała Komisji Bioetycznej nr 568/16. 
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Załącznik 2. Wzór pisemnej zgody probantów na udział w badaniach aplikacyjnych in vivo. 

 

FORMULARZ ŚWIADOMEJ ZGODY NA UDZIAŁ W BADANIU 
 

,,Badanie właściwości fizykochemicznych i aplikacyjnych formulacji 
kosmetycznych zawierających jasmonidy wraz z oceną kinetyki ich przenikania przez 

bariery imitujące skórę.” 
temat badania 

 
Ja niżej podpisana ..........................................................................................................oświadczam, że zostałam 
poinformowana przez prowadzącą badania mgr Alicję Śliwowską o celu powyższego badania klinicznego, czasie 
trwania, sposobie jego przeprowadzenia, oczekiwanych korzyściach, ewentualnym ryzyku i zagrożeniach, 
wszelkich niedogodnościach związanych z uczestniczeniem w tym badaniu oraz o moich prawach i obowiązkach .  
 
Przeczytałam/em też i zrozumiałam treść Formularza Informacyjnego dla Probanta. Poinformowano mnie, że 
dodatkowe pytania dotyczące badania mogę kierować bezpośrednio do osoby prowadzącej badania i że uzyskam 
na nie wyczerpującą odpowiedź.  
 
Oświadczam, że wszelki podane przeze mnie informacje są zgodne z prawdą i zapewniam, że będę informowała 
na bieżąco o wszelkich zmianach w stanie mojego zdrowia. 
 
Otrzymałam do rąk własnych Formularz Informacyjny dla Probanta oraz Formularz Świadomej Zgody na udział w 
badaniu. 
 
Niniejszym wyrażam pełną, świadomą i dobrowolną zgodę na udział w tym badaniu oraz na anonimowe 
przetwarzanie, udostępnianie i na publikację wyników moich badań, zgodnie z Ustawą o ochronie danych 
osobowych z dnia 29.08.1997 roku. 
 
......................................................................... 
imię i nazwisko Probantki (drukowanymi literami) 
 
 
...................................................................     ……………………………………….. 
podpis Probantki         data 
 
Oświadczenie osoby odbierającej Formularz Świadomej Zgody  
Ja niżej podpisana/y wyjaśniłam Probantce szczegóły proponowanego badania, zgodnie z opisem w Formularzu 
Informacyjnym dla Probanta. Zanim podjęte zostały jakiekolwiek procedury omówiłam z Probantką jej udział w 
całym programie badawczym informując o celu i charakterze badania. Przekazałam do rąk własnych Probantki 
Formularz Informacyjny oraz Formularz Świadomej Zgody na udział w badaniu. 
 
ALICJA ŚLIWOWSKA 
imię i nazwisko badacza (drukowanymi literami) 
 
..................................................................     .......................................... 
podpis badacza                                                                                  data  
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Załącznik 3. Pisemna instrukcja stosowania preparatów w czasie trwania badań aplikacyjnych in vivo. 

 
OPIS BADAŃ 

 
1. Jakie preparaty są stosowane w badaniach? 
W badaniach stosowane są koniugaty kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydów-tyrozyny, proliny oraz 
dwóch cząsteczek fenyloalaniny (koniugat JA-YPFF) oraz dwóch cząsteczek tyrozyny, lizyny oraz seryny 
(koniugat JA-YYKS). Podłożem dla substancji aktywnych jest żel, ponieważ charakteryzuje się on niską 
lepkością, a co za tym idzie, wysokim stopniem uwalniania się substancji aktywnych z podłoża do skóry (w 
porównaniu  
z tradycyjnymi emulsjami typu o/w lub w/o). W badaniach stosujemy również samą bazę żelową w celu 
wyeliminowania wpływu składników podłoża na wyniki pomiarów (ślepa próba). 
 
2. Dlaczego wybrano takie koniugaty? 
Związki te są opracowane przez nas w oparciu o biologiczne działanie zarówno kwasu jasmonowego, jak i 
samych peptydów. Firma L’Oreal opatentowała nową pochodną kwasu jasmonowego-kwas 
tetrahydrojasmonowy oraz jego sól sodową, obecne w takich preparatach jak Lancome Visionaire oraz 
Vichy Idealia. Związki te wykazują stymulują odnowę naskórka i redukują widoczne oznaki starzenia się 
skóry. Modyfikacja kwasu jasmonowego za pomocą wybranych peptydów ma na celu zwiększenie jego 
biodostępności oraz połączenie aktywności biologicznej kwasu oraz peptydów. Peptyd YPFF łagodzi 
podrażnienia skóry, natomiast peptyd YYKS działa nawilżająco, a jego sekwencja imituje fragment 
kolagenu. 
 
3. Jakich rezultatów oczekujemy? 
Po czterotygodniowej aplikacji oczekujemy wzrostu nawilżenia oraz elastyczności skóry w obszarze skóry, 
na którą aplikowano badane preparaty. 
 
4. Jakie parametry badamy? 
1) Pomiar stopnia nawilżenia naskórka – urządzenie Corneometer® CM 825- badanie poziomu nawilżenia  
warstwy rogowej naskórka. Interpretacja wyników: 
 

Stopień nawilżenia naskórka Wynik pomiaru 

Skóra bardzo sucha <30 

Skóra sucha 30-45 

Skóra dostatecznie nawilżona >45 

 
2) Pomiar transepidermalnej utraty wody (TEWL) – urządzenie TEWAMETER® TM 300. Interpretacja 
wyników: 
 

Stopień nawilżenia naskórka Wartość TEWL, g/h* m2 

Skóra bardzo zdrowa 0-10 

Skóra zdrowa 10-15 

Skóra normalna 15-25 

Skóra w złym stanie 25-30 

Skóra w stanie krytycznym >30 

 
3) Pomiar jędrności i elastyczności skóry-urządzenie Cutometer® MPA 580. Interpretacja wyników: 
 

Parametr Wynik pomiaru 

R2 
zdolność do redeformacji skóry (elastyczność ogólna): 
im bardziej wartość ta zbliża się do 1 (100%), tym 

bardziej elastyczna jest skóra 
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ZASADY APLIKACJI PREPARATÓW 
 

 

Preparaty 0, 1 oraz 2 (które znajdują się w odpowiednio ponumerowanych strzykawkach) należy 
aplikować na ,,kurze łapki” w okolicy oczu (rys. powyżej): 
 
1) co wieczór ( w ilości 0,5 ml) przez okres 4 tygodni, wyciskając odpowiednią ilość preparatu ze strzykawki 
na skórę (pół jednostki/wieczór), 
2) bez jednoczesnego stosowania innych preparatów pielęgnacyjnych w obszarze badań (nie dotyczy 
kosmetyków kolorowych do makijażu), 
3) preparaty 1 oraz 2 muszą być aplikowane w odległości 1 cm, żeby zapobiec zafałszowaniu wyników. 
 
W wypadku wystąpienia jakichkolwiek niepożądanych reakcji skórnych (wysypka, świąd, pieczenie) w 
obszarze badań należy niezwłocznie powiadomić osobę prowadzącą badania. 
 
Dane kontaktowe: 
Alicja Śliwowska, tel. 733-059-137, kapuscinska.alicja@gmail.com 

Lewa strona twarzy Prawa strona twarzy

odległość 1 cm

Preparat 1

Preparat 2

Preparat 0
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Załącznik 4. Wzór ankiety przeprowadzonej po zakończeniu badań aplikacyjnych in vivo. 

 
ANKIETA PO ZAKOŃCZENIU BADAŃ 

 
IMIĘ I NAZWISKO PROBANTA____________________________________________ 
 
1. Czy w trakcie badań stosowała Pani Preparaty 0, 1 oraz 2? 
□ tak                     □ nie 
 
2. Czy w trakcie badań korzystała Pani z innych zabiegów pielęgnacyjnych, które mogłyby mieć ewentualny 
wpływ na wyniki badań? 
□ tak                     □ nie 
Jeżeli tak, proszę wymienić, jakie zabiegi były wykonywane:__________________________ 
 
3. Czy w trakcie badań korzystała Pani z innych preparatów kosmetycznych, które mogłyby mieć ewentualny 
wpływ na wyniki badań? 
□ tak                     □ nie 
 
4. Czy udział w badaniu przyniósł oczekiwane rezultaty? 
□ tak                     □ nie 
 
5. Proszę subiektywnie ocenić efekt nawilżający stosowanych preparatów: 
Preparat 0: 
□ 0 - pogorszenie                                             □ 1 – brak poprawy         
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
Preparat 1: 
□ 0 - pogorszenie                                             □ 1 – brak poprawy         
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
Preparat 2: 
□ 0 - pogorszenie                                             □ 1 – brak poprawy         
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
 
6. Proszę subiektywnie ocenić efekt zwiększania elastyczności naskórka przez stosowane preparaty: 
Preparat 0: 
□ 0 - pogorszenie                                             □ 1 – brak poprawy         
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
Preparat 1: 
□ 0 - pogorszenie                                             □ 1 – brak poprawy         
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
Preparat 2: 
□ 0 - pogorszenie                                             □ 1 – brak poprawy         
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
□ 2 – minimalna poprawa                                 □ 3 – zdecydowana poprawa 
 
7. Czy podczas stosowania preparatów pojawiły się podrażnienia skóry typu: 
1)  rumień      □ tak       □ nie                              2) wysypka          □ tak       □ nie 
3)  świąd        □ tak       □ nie                              4) obrzęk             □ tak       □ nie 
 
8. Czy poleciłaby Pani stosowane preparaty? 
□ tak                               □ nie 
 
Dziękuję za udział w ankiecie 
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Załącznik 5. Widmo 1D 13C NMR koniugatu JA-YPFF-NH2, 

 

 
 

Załącznik 6. Widmo 1D 1H NMR koniugatu JA-YPFF-NH2. 
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Załącznik 7. Widmo 2D 1H - 13C HSQC NMR koniugatu JA-YPFF-NH2, 

 
 
Załącznik 8. Widmo 1D 13C NMR koniugatu JA-YYKS-NH2. 
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Załącznik 9. Widmo 1D 1H NMR koniugatu JA-YYKS-NH2. 

 

 

Załącznik 10. Widmo 2D 1H - 13C HSQC NMR koniugatu JA-YYKS-NH2. 
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