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WYKAZ SKROTOW ORAZ SYMBOLI STOSOWANYCH W PRACY

SKROT ROZWINIECIE SKROTU

% viv procent objeto$ciowo-objetosciowy

% wiw 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 zywica polistyrenowa petnigca role podioza statego w syntezi peptydow

AOC cyklaza tlenku allenu (ang. allene-oxide cyclase)

AOS syntaza tlenku allenu (ang. allene-oxide synthase)

A absorbancja prébki [j.u.]

ATP adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosino-5'-triphosphorane)

Ay absorbancja wzorca [j.u.]

BS wsteczne rozpraszanie (ang. backscattering)

C stezenie [mol/L]

CDs0D metanol-d4 (tetradeuterometanol, ang. deuterated methanol)

CDCls chloroform-d (deuterochloroform, ang. deuterated chloroform)

CoA acetylokoenzym A (ang. acetylocoenzyme A)

Cokt stezenie badanej substancji w fazie oktanolowej [mol/L]

Creagel EZ7 | polakrylamid, uwodorniony polideken, eter laurylowy polioksyetylenu

Cu jednostka korneometru (ang. corneometer unit)

Cwo stezenie badanej substancji w fazie wodnej [mol/L]

D wspotczynnik dyfuzji substanciji aktywnej [cm?/s]

dC zmiana stezenia dyfundujacej substancii

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 r6znicowa (ang. differential scanning calorimetry)

dt jednostka czasu, w ktorej zachodzi proces [s]

Dw rozcienczenie wzorca

dx jednostka odlegto$ci, na jakq zachodzi dyfuzja [cm]

ECB Europejskie Biuro Chemiczne (ang. European Chemicals Bureau)

Emulsjao/w | emulsja typu olej w wodzie (ang. oil-in-water emulsion)

Emulsjaw/o | emulsja typu woda w oleju (ang. water-in-oil emulsion)

Episkin™ model zrekonstruowanej skory ludzkie;

ESI jonizacja przez elektrozrozpylanie (ang. electrospray ionization)

Fmoc ostona fluorenylo-9-metoksykarbonylowa

GHK tripeptyd Gly-His-Lys
metoda oceny aktywnosci antyoksydacyjnej zwigzku, w ktérej wykorzystuje sie

HAT mechanizm reakcji oparty na transferze pojedynczego atomu wodoru pomigdzy
reagentami (ang. hydrogen atom transfer)

HEC hydroksyetyloceluloza (ang. hydroxyethylcelulose)

HLB rownowaga hydrofilowo-hydrofobowa (ang. hydrophilic-liphophilic balance)
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HOB
HPLC

lle

IVRT

J

JA
JA-YPFF-NH;
JA-YYKS-NH,
K

Kn

KK

KVK

I

LD

LDso

Leu

LHA

LOD

log1o

LOQ

LOX
LR2412
Lys

m/z
MCF-7
MDA-MB-435
MeDHJ
MeJ

MLS

Mp

MS
MTCC-443
Mw

MWCO

n
NTP

OPC:6

OPC:8

OPDA
OPR
PAA
Phe
I:’okt-wo
PP
Pro
PSD
P

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

izoleucyna (ang. isoleucine)

badanie uwalniania (substancii) in vitro (ang. in vitro release test)
strumien dyfuzji czastek [glcm?2 x s]

kwas jasmonowy (ang. jasmonic acid)

koniugat kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YPFF (L-Tyr-L-Pro-L-Phe-L-Phe)
koniugat kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YYKS (L-Tyr-L-Tyr-L-Lys-L-Ser)
stata szybko$ci uwalniania

stata Higuchiego

komora klimatyczna

tripeptyd Lys-Val-Lys

grubo$¢ warstwy absorbujacej [cm]

dyfrakcja laserowa (ang. laser diffraction)

warto$¢ dawki Smiertelnej powodujacej zgon potowy badanych osobnikdw
(ang. lethal dose)

leucyna (ang. leucine)

kwas lipohydroksylowy (ang. lipohydroxy acid)

granica detekcji (ang. limit of detection)

logarytm dziesietny

granica oznaczalnosci (ang. limit of quantification)
lipooksygenaza (ang. lipooxygenase)

sol sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego (nazwa handlowa)
lizyna (ang. lysine)

stosunek masy do tadunku elektrycznego

oznaczenie linii komérkowej nowotworu piersi

oznaczenie linii komérkowej nowotworu piersi

dihydrojasmonian metylu (ang. methyl dihydrojasmonate)
jasmonian metylu (ang. methyl jasmonate)

wielokrotne rozpraszanie $wiatta (ang. multiple light scattering)
masa substancji oznaczanej zawartej w probce [mg],
spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

oznaczenie szczepu bakterii E.coli

masa wzorca [mg],

graniczna masa molowa (ang. molecular weight cut-off), parametr charakteryzujacy
selektywno$¢ membrany

wyktadnik dyfuzyjny

naskorkowe testy ptatkowe

kwas 3-0kso-2-[2'(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-kapronowy

(ang. 3-oxo-2-[2'(Z)-pentenyl]-cyclopentane-1-hexanoic acid
kwas 3-0kso-2-[2'(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-kaprylowy

(ang. 3-oxo0-2-[2'(Z)-pentenyl]-cyclopentane-1-octanoic acid

kwas cis-(+)-12-oksofitodienowy (ang. 12-oxophytodienoic acid)
reduktaza oksofitodienowa (ang. 12-oxophytodienoate reductase)
polimer kwasu akrylowego, karbomer (ang. polyacrylic acid)
fenyloalanina (ang. phenylalanine)

wspotczynnik podziatu n-oktanol - woda

promotory przenikania

prolina (ang. proline)

rozktad wielko$ci czastek (ang. particle-size distribution)

czystos¢ wzorca
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(=) WYKAZ SKROTOW, AKRONIMOW ORAZ SYMBOLI STOSOWANYCH W PRACY

Qo
Qt
ROS

RP-HPLC

r-r
S

SA
Ser

SET

Spektroskopia
FTIR
Spektroskopia
MIR
Spektroskopia
NIR
Spektroskopia
NMR

T

tBu

TEWL

TFA

TGA

TIS

TSI

TTC
Tweeny
Tyr
UVA
uvB
uvC
UVR

UV-Vis

Val
VDC
VGVAPG
VOCs
Vo

A

X
o-LA
0 13C
0 'H

£

A

)\max

poczatkowa ilo$¢ substancji czynnej

ilo$¢ uwolnionej substancji aktywnej po czasie t

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz (ang. reversed
phase - high performance liquid chromatography)

roztwor

jednostkowy przekréj bariery [cm?]

substancja aktywna

seryna (ang. serine)

metoda oceny aktywnosci antyoksydacyjnej zwigzku, w ktérej wykorzystuje sie
mechanizm reakcji oparty na transferze pojedynczego elektronu pomigdzy
reagentami (ang. single electron transfer)

spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera

(ang. Fourier transform infrared)

spektroskopia wykorzystujgca promieniowanie z zakresu Sredniej podczerwieni
(4000 - 650 cm™', ang. mid-infrared)

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

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic
resonance)

transmisja (ang. transmission)

grupa tert-butylowa

przeznaskorkowa (transepidermalna) utrata wody (ang. transepidermal water loss)
kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid)

analiza termograwimetryczna (ang. thermogravimetric analysis)
triizopropylosilan (ang. triisopropylsilane)

parametr sumujacy wszystkie rodzaje niestabilnosci probki badanej metodg MLS
(ang. Turbiscan Stability Index) [-]

prég zagrozenia toksykologicznego (ang. threshold of toxicological concern)
polietoksylenowane estry sorbitanu

tyrozyna (ang. tyrosine)

promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 320-400 nm

promieniowanie ultrafioletowe o dtugo$ci fali 280-320 nm

promieniowanie ultrafioletowe o dtugosci fali 200-280 nm

promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet radiation)

promieniowanie w zakresie Swiatta widzialnego oraz bliskim nadfiolecie o dtugosci fali
200-1100 nm (ang. ultraviolet-visible)

walina (ang. valine)

pionowa komora dyfuzyjna (ang. vertical diffusion cell)

heksapeptyd Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly

organiczne zwigzki lotne (ang. volatile organic compounds)

objeto$¢ medium [mL]

objeto$¢ roztworu wzorcowego [mL]

odlegto$¢, na jakg zachodzi dyfuzja [cm]

kwas a-linolenowy (ang. a-linolenic acid)

przesuniecie chemiczne sygnatu na widmie weglowym NMR

przesuniecie chemiczne sygnatu na widmie wodorowym NMR

molowy wspotczynnik absorpciji [L/mol x cm]

dtugos¢ fali [nm]

analityczna dtugo$¢ fali [nm]
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Skora (fac. cutis) stanowi najwiekszy organ ludzkiego ciata, bowiem jej powierzchnia wynosi od 1,5
do 2 m2 Cutis jest organem najbardziej narazonym na szkodliwe dziatanie czynnikdw zewnetrznych,
dlatego starzeje sie szybciej w poréwnaniu z organami wewnetrznymi. Starzenie sie catego organizmu
cztowieka to naturalny i nieodwracalny proces, ktéry postepuje wraz z wiekiem. W zwigzku
z powyzszym wazne jest, aby stosowac pielegnacje skory, majacg na celu spowolnienie tego procesu
i redukcje jego widocznych oznak, takich jak zmarszczki, przebarwienia, spadek jej nawilzenia oraz
elastycznosci [1,2].

Pielegnacja skéry jest zwigzana nie tylko z prawidtowg dietg, ale réwniez stosowaniem
odpowiednich preparatow kosmetycznych oraz dermatologicznych. Obowigzkiem producenta
kosmetykow jest wprowadzenie na rynek produktu o przebadanej i udokumentowanej stabilnoSci.
Dynamiczny rozw¢j technologii umozliwia szybkg identyfikacje proceséw destabilizacji badanego
preparatu. Ponadto, kazdy komercyjnie dostepny preparat powinien by¢é przebadany pod katem
bezpieczenstwa oraz skuteczno$ci dziatania [3,4]. W tym celu prowadzone sg badania in vitro oraz in
vivo, ktorych wyniki mogq stanowi¢ kluczowy etap oceny preparatu i decydowa¢ o mozliwosci jego
dopuszczenia do obrotu na rynku kosmetycznym lub farmaceutycznym [5,6].

W celu nadania produktowi pielegnacyjnemu pozadanego dziatania, do podioza preparatu dodaje
sie substancje o ukierunkowanej aktywnosci kosmetycznej. Substancje te nazywane sg sktadnikami
aktywnymi kosmetykow i wykazujg okre$lone dziatanie fizyczne, chemiczne lub biochemiczne na
fizjologie oraz/lub funkcje skéry [7]. Naukowcy wcigz poszukujg innowacyjnych substanciji aktywnych,
ktore wykazywatyby duzg skuteczno$¢ w zwalczaniu oznak starzenia sie skory.

W ostatnich czasach odnotowa¢ mozna rosngce zainteresowanie wykorzystaniem naturalnych
substancji pielegnacyjnych oraz leczniczych w preparatach komercyjnych. Substancje roslinne
o0 okre$lonej aktywnos$ci biologicznej umoZzliwiajg obnizenie stezenia lub catkowitg substytucje
stosowanych dotychczas substancji syntetycznych. Zwigzki te mogg takze wykazywaC synergizm
dziatania z okreslong substancjg chemiczng, dlatego mogg by¢ wykorzystane w celu intensyfikacji jej
dziatania. Nowoscig na rynku farmaceutycznym oraz kosmetycznym sg fitohormony, bedace zwigzkami
pochodzenia roslinnego. Zwigzki te regulujg wzrost i rozwj ro$lin [8]. Niektdre fitohormony wykazujg
interesujacq aktywno$¢ biologiczng na organizm ludzki. Przyktad stanowi kwas jasmonowy i jego
pochodne, zwane takze jasmonidami. Zwigzki te przyspieszajg regeneracje naskorka [9], redukujg
przebarwienia skéry [10] oraz fagodzg jej podraznienia wywotane m.in. dziataniem czynnikow
zewnetrznych, takich jak promieniowanie UV oraz dym tytoniowy [11]. Ponadto, redukujg one widoczne
oznaki starzenia sie skory oraz zwiekszajgq jej elastycznos¢ [12]. Duzym zainteresowaniem
konsumentow cieszq sie rowniez preparaty kosmetyczne oraz farmaceutyczne zawierajgce w swoim
sktadzie niskoczasteczkowe peptydy. Preparaty te sg przeznaczone do pielegnaciji skory z widocznymi
oznakami starzenia [13].

Nowe zagadnienie w kosmetologii oraz farmacji stanowig koniugaty substancji aktywnych.
Koniugacja ma na celu stworzenie zwigzku, ktdry cechowatby sie aktywnoscig biologiczna,
charakterystyczng dla wchodzacych w jego sktad czasteczek substancii aktywnych [14].

Z tego wzgledu przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej jest charakterystyka fizykochemiczna
nowych pochodnych kwasu jasmonowego w postaci jego koniugatéw z wybranymi tetrapeptydami.
Zaprezentowano takze wyniki oceny wiasciwosci fizykochemicznych oraz stabilnosci opracowanych
receptur zawierajgcych jasmonidy i ich pochodne. Ponadto, przedstawiono wyniki analizy kinetyki
uwalniania badanych zwigzkdéw z przygotowanych preparatow przez potprzepuszczalne membrany.
Zaprezentowano takze wyniki badan in vivo, majacych na celu determinacje aktywnosSci biologicznej
koniugatow.
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PRZEGLAD LITERATURY

1. Budowa, wiasciwosci i funkcje skoéry

Skéra to najwiekszy organ cztowieka o tacznej powierzchni 1,5-2 m2, ktdry petni wiele istotnych
funkcji w ludzkim organizmie. Do jej zadan nalezy bowiem izolacja ustroju od zewnetrznych
czynnikow  Srodowiskowych, takich jak temperatura, urazy mechaniczne czy drobnoustroje.
Ponadto, skéra petni wazng role w termoregulacji ustroju i gospodarce wodno-elektrolitowej [15].
Dzieki obecnosci receptorow, skora umozliwia percepcje bodzcow pochodzacych ze Srodowiska
zewnetrznego (uczucie zimna, ciepta, dotyku oraz bolu) [16]. Nalezy wspomnie¢, ze powtoki skorne
sq takze miejscem syntezy witaminy D3 z 7-dehydrocholesterolu, a takze stanowig wazng droge
transportu niektorych substancji aktywnych [17].

1.1. Anatomia skory

Skora cztowieka skitada sie z trzech gtdwnych warstw: naskorka, skéry wiasciwej oraz
tkanki podskorne;j (rys. 1). Kazda z tych warstw ma ztozong budowe oraz réznorodne funkcje,
ktére zostaty przedstawione ponize;j.

Melanocyty

Naskorek [ 5=
Skora Gruczoty
wiasciwa foiowe
Gruczoly
potowe
Tkanka [
podskérna
Naczynia
krwionosne

Mieszek wtosowy
Rys. 1. Schemat budowy skory cztowieka (zaadaptowano z [18]).

O Naskorek (fac. epidermis) - zewnetrzna warstwa skory zbudowana z pieciu warstw
komérek zrdznicowanych pod wzgledem budowy oraz funkcji (rys. 2). Naskérek buduje
warstwa podstawna, kolczysta, ziarnista, jasna oraz rogowa [19].

ll ‘I || l Warstwa podstawna

Warstwa podstawna (fac. stratum basale; s. basale) stanowi najnizej potozong warstwe
komoérek, charakteryzujacych sie obecnoscig wydtuzonych, zasadochtonnych jader
komorkowych. S. basale zwana jest rowniez warstwg rozrodcza, bowiem zachodzg w niej
podziaty komorkowe. Komérki macierzyste naskorka dzielg sie mitotycznie z zachowaniem
pewnej asymetrii, bowiem jedna komérka potomna wedruje ku powierzchni naskorka,
przechodzac przez kolejne jego warstwy, natomiast druga pozostaje w warstwie
podstawnej. U zdrowego cztowieka okres przejscia (ang. turn-over time) keratynocytu
z warstwy podstawnej do warstwy zrogowaciatej wynosi 28 dni [20]. Komorki s. basale
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potaczone sg z btong podstawng za pomocg hemidesmosomow. Potaczenia wystepujace
zarbwno pomiedzy komorkami tej warstwy, jak réwniez potozonymi wyzej komédrkami
warstwy kolczystej to desmosomy majace posta¢ uwypuklen btony komérkowej. W obrebie
warstwy podstawnej znajdujg sie komorki Merkela (receptory dotyku), komérki Langerhansa
(reakcja odpornosciowa w obrebie skéry) oraz melanocyty (komérki produkujace
i magazynujgce melaning, czyli barwnik skory) (rys. 2) [21,22].

W Warstwa kolczysta

Warstwa kolczysta (fac. stratum spinosum) stanowi najgrubsza warstwg naskérka i jest
potozona pomiedzy warstwg podstawng i ziarnista. Komorki warstwy kolczystej ulegaja
sptaszczeniu w miare migracji w kierunku warstwy ziarnistej. S. spinosum wraz z s. basale
tworzg tzw. zywy naskorek (warstwe Malphigiego), powyzej ktérego rozpoczyna sie proces
keratynizacji (rogowacenia) komorek naskorka (rys. 2) [21].

Warstwa ziamista

Warstwa ziarnista (fac. stratum granulosum) jest zbudowana z kilku rzedoéw
wrzecionowatych komoérek ze sptaszczonymi jadrami (rys. 2). Nazwa s. granulosum
pochodzi od obecno$ci w jgdrach komorkowych ziaren keratochialiny biorgcych udziat
w procesie syntezy biatka keratynowego [23]. W warstwie ziarnistej ma rowniez miejsce
synteza glikolipidéw (gtéwnie acyloglukozyloceramidu) wydzielanych nastepnie na zewnatrz
komorki. Glikolipidy gromadzg sie na granicy warstwy ziarnistej oraz warstwy rogowe;
i chronig skére przed nadmierng, przeznaskorkowg (transepidermalng) utratg wody,
okreslanej jako TEWL (ang. transepidermal water loss) [24].

D Warstwa jasna

Warstwa jasna (fac. stratum lucidum) jest potozona pomiedzy warstwg rogowg a ziarnista.
S. lucidum wystepuje tylko tam, gdzie skéra ma wigkszg w poréwnaniu do reszty ciata
grubos$¢ (podeszwy stdp, wewnetrzna cze$¢ dioni). Warstwa ta jest zbudowana z trzech do
pieciu warstw silnie sptaszczonych i $cile do siebie przylegajacych komérek keratynocytow
(rys. 2) [25].

Warstwa rogowa

Warstwa rogowa (fac. stratum corneum) jest najbardziej zewnetrzng warstwg naskorka.
S. corneum jest zbudowana z ptaskich, bezjadrzastych (a wigc niezdolnych do podziatow)
komorek wypetnionych keratyng. Przestrzenie miedzy keratynocytami warstwy rogowej
wypetnia lipidowe spoiwo, zwane ,cementem miedzykomdrkowym”. Gtéwne sktadniki
spoiwa komorkowego (ceramidy - 40%, sterole - 25%, wolne kwasy ttuszczowe - 18% oraz
weglowodory - 11%) uszczelniajg warstwe rogowg naskorka i tworzg bariere
nieprzepuszczalng dla wody [26]. Na powierzchni warstwy rogowej znajduje sie ptaszcz
hydrolipidowy bedacy mieszaning wody oraz sebum wytwarzanego przez gruczoty tojowe
skéry [27]. Warstwa rogowa zbudowana jest z czesci zbitej (keratynocyty dachowkowato
zachodzace na siebie) oraz ztuszczajacej (keratynocyty luzno utozone) (rys. 2).
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_— — _— Martwe komorki naskorka
Warstwa rogowa -

Warstwa jasna —— —
b -

Warstwa ZiamiSta_i— Ziarna keratochialiny

Keratynocyty

Warstwa kolezysta —= = 10 1 & ) A

e S AW Komérka Langerhansa

i)a\‘T Komorka Merkela

=

Zakonczenie nerwowe

Warstwa podstawna / — Skoérawtasciwa

Rys. 2. Schemat budowy naskérka cztowieka (zaadaptowano z [28]).

@® Skora wiasciwa (fac. cutis vera) - Srodkowa tkanka skérna zbudowana z trzech kolejnych
warstw: brodawkowej (wpalajacej sie do naskérka tworzac brodawki), podbrodawkowej
(utworzonej z tkanki facznej luznej) oraz siateczkowatej (utworzonej z tkanki tacznej zbitej,
zawierajacej liczne widkna). Istotnym elementem budulcowym tkanki facznej sq fibroblasty
odpowiedzialne za produkcje wtokien oraz istoty miedzykomérkowej [29]. W skorze wiasciwej
wystepujq widkna kolagenowe, gtéwnie typu | oraz Ill, jak rowniez typu V (wystepujace zawsze
jako dopetnienie kolagenu typu 1), ktére warunkujg odpornos¢ skéry na urazy mechaniczne, jak
rowniez widkna elastynowe, warunkujace sprezysto$¢ skory [30]. Istota miedzykomorkowa ma
charakter bezpostaciowego koloidu, w ktérego sklad wchodzg przede wszystkim enzymy,
glukoza oraz sole mineralne. W skorze wiasciwej znajdujg sie takze liczne naczynia
krwiono$ne (odpowiedzialne za doprowadzanie tlenu i sktadnikow odzywczych do komorek
naskorka) oraz zakonczenia nerwowe (odpowiedzialne za uczucie dotyku, ucisku, zimna,
ciepta oraz bolu) [31].

© Tkanka podskorna (fac. subcutis) - warstwa znajdujaca sie pod skérg wiasciwg
sktadajaca sie ze zrazikéw tluszczowych porozdzielanych tkankq taczng widknista. Tkanka
podskérna petni role warstwy izolacyjnej i stanowi rezerwuar energetyczny dla organizmu

(rys.1).
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2. Penetracja substancji aktywnych przez skore

Proces przenikania czasteczki substancji przez bariere naskorkowo - skorng zachodzi gtéwnie
na drodze dyfuzji biernej opisanej przez pierwsze prawo Ficka (podrozdziat 8.1.2) i przebiega
w nastepujacych etapach [32]:

O partycja czasteczek substanciji aktywnej pomiedzy forme aplikacyjng (podioze kosmetyczne)

a stratum corneum naskorka,

@ dyfuzja czasteczek substancji przez lipofilowa warstwe rogowa naskorka,

© partycja czasteczek substancji pomiedzy stratum corneum a warstwe ziarnistg naskorka,

O dyfuzja czasteczek substanciji przez kolejne warstwy naskérka o wzrastajacej hydrofilowosci,

© partycja czasteczek substancji pomiedzy warstwe podstawng naskérka a gérng czes¢ skory
wiasciwej,

O dyfuzja czasteczek substanciji do skory wiasciwej [33,34].

2.1. Czynniki determinujace penetracje substancji aktywnych przez skére

Istnieje wiele istotnych czynnikéw wptywajacych na efektywng penetracje substancii
aktywnych przez skore. Wsrdd nich wymienia sie miedzy innymi wasciwosci substancii
penetrujacej (jej rozmiar, lipofilowo$¢, polarno$¢, rozpuszczalno$é w lipidach i w wodzie),
wiasciwosci podioza kosmetycznego (lepkosé, pH, warto$¢ parametru HLB emulgatoréw),
obecno$¢ promotorow przenikania oraz stan zdrowotny skory [35].

© Rozmiar czasteczki substancji aktywnej - w przypadku transportu przez warstwe rogowg,
nie powinien by¢ zbyt duzy. W nawigzaniu do tzw. ,Jreguty 500 Daltonow’, przedstawionej
w 2000 roku przez Bosa i Meinardiego [21], czgsteczka o rozmiarze powyzej 500 Da nie ma
zdolnosci penetracji w gtebsze warstwy skéry. Reguta ta powstata w oparciu o analize masy
czasteczkowej alergendw, najczesciej powodujacych kontaktowe zapalenie  skory.
Wywnioskowano bowiem, ze alergen musi wykazywa¢ zdolnos¢ do penetracji skory,
aby wywota¢ odpowiedz immunologiczng [36]. Przyktadem czasteczki niewielkich rozmiaréw,
tatwo penetrujgcej warstwy skéry, jest kwas retinowy o masie 300 Da [37]. Z kolei
wielkoczasteczkowy kwas hialuronowy (5-200 kDa) nie ma zdolno$ci przenikania przez skore,
w zwigzku z czym moze wykazywac dziatanie pielegnacyjne jedynie na gérng cze$¢ warstwy
rogowej [38]. W pdzniejszych latach zaprezentowano wyniki badarn podwazajace regute 500
Da. W 2006 roku Chen i wsp. [39] opublikowali prace naukowa, w ktérej opisali
transepidermalng penetracje czasteczek biatka o masie 6000 Da.

@® Lipofilowosé czasteczki substancji aktywnej - wielkos¢ charakteryzujaca powinowactwo
czasteczki do fazy lipidowej i wodnej. Miarg lipofilowosci substancji chemicznej jest stosunek
jej rownowagowych stezen w ukladzie dwoch, niemieszajacych sie rozpuszczalnikdw.
W warunkach réwnowagi termodynamicznej, przy statym ci$nieniu i w statej temperaturze
stosunek ten ma statg wielko$¢ i jest nazywany wspotczynnikiem podziatu. Jego warto$¢ jest
charakterystyczna dla danej substancji oraz danego uktadu dwoch rozpuszczalnikéw [40].
Do okreslenia wspdiczynnika podziatu kosmetycznych oraz farmaceutycznych substancii
aktywnych wykorzystuje sie n-oktanol i wode. Taki uktad rozpuszczalnikéw stanowi model
bariery btonowej [41]. Warto$¢ wspotczynnika podziatu jest obliczana zgodnie z rwnaniem (1):

o

I:’okt-wo= = (1 )

gdzie:
Poktwo - Wspotczynnik podziatu n-oktanol - woda,

Coxt - stezenie badanej substancji w fazie oktanolowej [mol/L],
Cwo - stezenie badanej substancji w fazie wodnej [mol/L].
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Lipofilowo$¢ zwigzku jest prezentowana w postaci logarytmu dziesietnego
ze wspotczynnika podziatu (10g1o Poktwo). Substancje o wysokiej wartosci 10g10 Poktwo (>3,0)
cechujq sie duzg lipofilowoscig, dzieki czemu z fatwosciq penetrujg bariery imitujace
naskorek. Z kolei substancje hydrofilowe o niskiej wartosci log1o Poktwo (<1,0) wykazujg
stabg zdolno$¢ dyfuzji transbtonowej [42,43]. Wsréd metod stuzacych do okre$lania
lipofilowosci substancji wyr6znia sie metody teoretyczne (teoretyczne kalkulacje, m.in.
w oparciu o wzor strukturalny czasteczki) oraz metody eksperymentalne (analiza
ekstrakcyjna, wysokosprawna chromatografia cieczowa) [44]. W celu zwiekszenia zdolnosci
penetracyjnych czasteczek hydrofilowych stosuje sie ich modyfikacje za pomoca tancuchéw
alkilowych i arylowych. Ponadto, hydrofilowe substancje aktywne sg ,,zamykane’
w lipofilowych no$nikach, takich jak liposomy, nanoczastki lipidowe, co utatwia ich transport
przez bariery biologiczne [34,45].

© Lepkos¢ podioza kosmetycznego - parametr regulujacy ilos¢ substancji uwalniane;
z podioza do skory. Wyniki badan dowodza, ze obnizenie lepkosci formy aplikacyjne;
pozytywnie wptywa na zwiekszenie ilosci substancji aktywnej przenikajacej w gtab skory
[46]. Stahl i wsp. [47] przeprowadzili badania uwalniania metronidazolu in vitro z réznych
form aplikacyjnych (zel, krem oraz mas¢ zawierajace w swoim skfadzie 1% w/w substancji
czynnej). W oparciu o wyniki badar najwiecej ilosci substancji aktywnej uwalnia sie z zelu o
najmniejszej lepkosci, natomiast najmniej - z masci, cechujacej sie najwieksza lepkoscig
spos$rdd badanych preparatow. Podobne wnioski przedstawili Gendy i wsp. [48], ktorzy
przeprowadzili analize uwalniania in vitro flurbiprofenu z masci oraz zelu.

® Obecnos¢ promotoréw przenikania - promotory przenikania (PP) to substancje
chemiczne zwigkszajace przenikanie substancji aktywnej przez skore. PP mogg zwiekszaé
permeacje substancji aktywnych poprzez usuwanie pfaszcza hydrolipidowego oraz
czesciowe rozpuszczanie lipiddw cementu miedzykomérkowego naskérka. Do najczesciej
stosowanych PP zalicza sie niskoczasteczkowe alkohole (etanol, gliceryna), zwigzki
powierzchniowo czynne (Tween, laurylosiarczan sodu), o- i [-hydroksykwasy
(kwas salicylowy, kwas cytrynowy), a takze mocznik [49,50,51]. Nalezy pamietac,
ze promotory przenikania stanowig sktadnik podtoza kosmetycznego, mogg wiec wptywac
na jego wiasciwosci fizykochemiczne (pH, lepkos¢, stabilnos¢) [52].

© Stan zdrowotny skory - parametr, ktory réwniez determinuje przenikanie substancii
aktywnych z form aplikacyjnych. Zaobserwowano, ze proces dyfuzji czasteczek substancii
przebiega szybciej przez cienkg badz uszkodzong skére [53]. Zaobserwowano réwniez,
ze wysoki stopiert nawilzenia skory utatwia transport substancji aktywnych [54]. W zwigzku
z powyzszym, przed aplikacjg preparatu pielegnacyjnego zaleca si¢ ztuszczenie martwych
komorek warstwy rogowej [55]. Ponadto, stosuje sie réwniez opatrunki okluzyjne,
redukujace przeznaskérkowq (transepidermalng) utrate wody oraz zwiekszajacq
przenikanie substancji aktywnej do skory [56].

2.2. Drogi transportu substancji aktywnych przez skoére

Jak juz wczes$niej wspomniano, gtownym mechanizmem przenikania substanciji aktywnych
przez bariery naskorkowe jest dyfuzja. Wsrdéd mozliwych drég przenikania substancji czynnych
przez skore wyrdznia si¢ transport transepidermalny oraz transport transfolikularny (rys. 3) [57].

O Transport transepidermalny - polega na dyfuzji substancji przez naskérek do skory
wiasciwej. Transport transepidermalny mozna podzieli€ na transport intercelularny
(miedzykomérkowy, typowy dla rozpuszczalnych w cemencie miedzykomérkowym substancii
lipofilowych) oraz transcelularny (przezkomérkowy, typowy dla nierozpuszczalnych w cemencie
komorkowym substanciji hydrofilowych) [58].
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® Transport transfolikularny - polega na wnikaniu substancji aktywnych do skéry wzdtuz
torebek wiosowych. Ten rodzaj transportu zachodzi w przypadku substancji lipofilowych,
dobrze rozpuszczalnych w zawarto$ci gruczotow tojowych, usytuowanych w poblizu mieszka

wiosowego [59].

Transportfolikularny

Transport transcelularny

Warstwa rogowa

Rys. 3. Schemat drég przenikania substancji aktywnych do skory (zaadaptowano z [60]).
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3. Proces starzenia sie skory

Starzenie si¢ catego organizmu cziowieka to naturalny i nieodwracalny proces, ktéry postepuje
wraz z wiekiem. Jest on uwarunkowany zaréwno czynnikami wewnetrznymi, jak i czynnikami
Srodowiskowymi. Starzenie sie organizmu polega m.in. na zmniejszeniu biologicznej aktywnosci
komorek, obnizeniu odporno$ci i odpowiedzi na czynniki stresowe, jak réwniez spowolnieniu
procesow regeneracyjnych. Proces starzenia dotyczy takze skéry - organu najbardziej narazonego
na szkodliwe dziatanie czynnikow zewnetrznych, w zwigzku z czym starzejacego sie szybciej
w poréwnaniu z organami wewnetrznymi [61].

3.1. Klasyfikacja rodzajow starzenia sie skory

Starzenie sig¢ skory jest zwigzane z dziataniem zaréwno czynnikbw wewnetrznych (starzenie
wewnatrzpochodne), jak i zewnetrznych (starzenie zewnatrzpochodne). Wyrdznia sie takze
starzenie mimiczne oraz starzenie rodnikowe [62]. Na rys. 4 przedstawiono klasyfikacje rodzajow
starzenia sie skory ze wzgledu na ich geneze.

Mimiczne ]
Rodnikowe
Fotostarzenie
Starzenie si¢ skory Zewnatrzpochodne Starzepn;?eﬁ\i/ve:%zelaprilgrcz)sr})?l\’rlog|em
Wewnatrzpochodne Chronologiczne
Menopauzalne

Rys. 4. Klasyfikacja rodzajow starzenia si¢ skory ze wzgledu na ich geneze.

Starzenie mimiczne oraz rodnikowe generujg dylemat w zwigzku z ich klasyfikacja, bowiem
sq skutkiem dziatania zarowno czynnikdw zewnetrznych, jak i wewnetrznych.

3.1.1. Starzenie mimiczne

Miostarzenie jest zwigzane z wolicjonalnym lub niewolicjonalnym poruszaniem
migéniami twarzy, co powoduje spadek elastycznosci skory w obszarach mimicznych
I powstawanie tzw. ,zmarszczek mimicznych”. Mimika twarzy jest zwigzana z reakcjq
organizmu na rézne bodzce zewngtrzne (zewnatrzpochodny aspekt mimicznego starzenia
sie skory) i jest mozliwa dzieki ztozonej wspdtpracy uktadu nerwowego i migSniowego
cztowieka (wewnatrzpochodny aspekt mimicznego starzenia sie skory) [62].

3.1.2. Starzenie rodnikowe

Ten typ starzenia jest wywotywany przez reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS), zwane takze wolnymi rodnikami. Sg to indywidua chemiczne, ktére
charakteryzujg sie obecno$cig atoméw tlenu z niesparowanym elektronem [63]. Niektore
ROS sg naturalnymi produktami metabolizmu komorkowego, inne powstajg w uktadach
nieozywionych, dlatego wiasnie analogicznie do miostarzenia, rodnikowe starzenie sie
skéry jest powodowane zaréwno przez czynniki wewnetrzne, jak i zewnetrzne.
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© Wewnatrzpochodne starzenie rodnikowe - rodzaj starzenia si¢ organizmu
powodowany powstawaniem ROS jako produktéw ubocznych metabolizmu komérki.
Mitochondria sg organellami cytoplazmatycznymi odpowiedzialnymi za oddychanie
komorkowe. Wykorzystujg one niemalze 90% tlenu komdrkowego w reakcjach enzyméw
oddechowych, w zwigzku z czym mitochondrialny fancuch oddechowy jest uwazany
za gtéwne wewnatrzkomorkowe zrodio ROS [64]. Uboczne metabolity oddychania
komorkowego indukujg uszkodzenia oksydacyjne samych komoérek, jak réwniez lipidow,
biatek oraz kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. deoxyrybonucleic acid, DNA) [65,66].
Wewnetrzne starzenie rodnikowe jest tozsame z opisywang w dalszej cze$ci podrozdziatu
teorig mitochondrialng, jednakze ktadzie wigkszy nacisk na znaczenie ROS w procesach
starzenia. Nalezy podkresli¢, ze mitochondrialny taricuch oddechowy jest gtownym, ale nie
jedynym  zrodlem  wewnatrzustrojowego powstawania reaktywnych form  tlenu.
Promieniowanie ultrafioletowe jest réwniez kluczowym stymulatorem powstawania ROS
w tkankach, co z kolei jest tozsame z teorig fotostarzenia sie skory [67].

® Zewnatrzpochodne starzenie rodnikowe - rodzaj starzenia sie organizmu,
powodowany powstawaniem ROS w Srodowisku zewnetrznym, w ktérym bytuje organizm.
ROS powstajg w atmosferze na skutek oddziatywania promieniowania ultrafioletowego
(ang. ultraviolet radiation, UVR) z czgsteczkami zwigzkow obecnych w atmosferze [68].
Skora jest najbardziej narazonym organem na zewnatrzpochodne starzenie rodnikowe,
dlatego zaréwno suplementacja, jak i stosowanie preparatéw kosmetycznych zawierajgcych
antyoksydanty jest bardzo waznym aspektem pielegnacji przeciwstarzeniowej [69].

3.1.3. Starzenie zewnatrzpochodne

O Fotostarzenie - rodzaj starzenia zewnatrzpochodnego zwigzany z nadmierng
ekspozycjq skory na promieniowanie ultrafioletowe. Ze wzgledu na dtugosc fali
promieniowania, UVR mozna podzieli¢ na promieniowanie UVA (A = 320-400 nm), UVB
(A = 280-320 nm) oraz UVC (A = 200-280 nm). Gtéwng przyczyng fotostarzenia sie skory
jest promieniowanie UVA, ktore dociera az do skory wtasciwej i moze powodowac powazne
uszkodzenia w funkcjonowaniu i wygladzie skory [70,71]. Promieniowanie to powoduje
uszkodzenie struktury kwaséw nukleinowych oraz biatek i lipidow, m.in. wskutek
generowania powstawania ROS w skorze [67]. Skutkiem oddziatywania promieniowania UV
na skore jest powstawanie przebarwien skérnych, mutacji DNA oraz kancerogenezy
w obrebie komorek skory [72,73]. Funkcje ochronng skéry przed UVR petni melanina
wykazujaca zdolno$¢ rozpraszania i absorpcji promieniowania UV oraz zamieniania energii
promieniowania na energie cieping [74].

® Starzenie zwigzane z natogiem palenia papierosow - rodzaj starzenia
zewnatrzpochodnego zwigzany z paleniem wyrobdw tytoniowych i dymem tytoniowym.
Nikotyna to alkaloid naturalnie wystepuje w lisciach i korzeniach tytoniu szlachetnego,
Nicotiana tabacum [75], ktéry oddziatuje z receptorem nikotynowym a-3, zlokalizowanym
m.in. na fibroblastach, obnizajac ich zdolno$ci syntezy kolagenu. Ponadto, u natogowych
palaczy  stwierdzono  podwyzszenie  aktywno$ci  metaloproteinazy-1, enzymu
odpowiedzialnego za degradacje kolagenu. Tak zwana ,skoéra palacza” charakteryzuje sie
szarym odcieniem, matg elastyczno$cig i obecnoscig zmarszczek mimicznych w okolicy ust
[76].

3.1.4. Starzenie wewnatrzpochodne

© Starzenie chronologiczne - rodzaj starzenia wewnatrzpochodnego, zwigzany
z naturalnym uptywem czasu. Tzw. ,chronostarzenie” skory rozpoczyna sie juz po 20 roku
zycia i ma charakter indywidualny. Istnieje kilka teorii i hipotez, ktore wyjasniajg przyczyny
i mechanizmy chronologicznego starzenia sie skory. Wsrdd nich wymieni¢ mozna teorie
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genowa, teorie Hayflicka, teorie zaburzen biatkowych, teorie mitochondrialng oraz teorie
membranowa [77].

7( () Teoriagenowa

W oparciu o zatozenia genowej teorii starzenia sie skory, w kazdym jadrze komoérkowym
znajduja sie geny odpowiedzialne za regulacje szybkosci i charakteru starzenia sie komorki.
Wskutek starzenia si¢ organizmu nastepuje tzw. ,stopniowy zanik pamieci komérkowe]”,
czyli utrata zdolno$ci komorek do wykonywania szeregu zaprogramowanych genetycznie
zadan [78]. Nastepuje zmniejszenie ekspresji genow odpowiedzialnych za proliferacje oraz
zwiekszenie ekspresji genéw supresorowych, dlatego w starzejacej sie skorze obserwuje
sie spadek procesow wzrostowych. Efektem tego zjawiska jest ostabienie zdolno$ci
regeneracyjnych naskérka, jak rowniez spowolnienie wytwarzania przez fibroblasty nowych
widkien podporowych i spadek elastyczno$ci skory [70].

slij Teoria Hayflicka

Teoria Hayflicka, zwana réwniez teorig ograniczonej liczby podziatbw komérki, zaktada
spadek aktywnos$ci telomerazy wraz z wiekiem. Telomeraza jest enzymem regulujgcym
proces replikacji telomeréw (koncowych fragmentéw chromosoméw), ktore ulegajg
skréceniu przy kazdym podziale komérkowym wskutek braku ich transkrypcji na nowo
powstate nici DNA. Zgodnie z zatozeniem tej teorii zjawisko skracania telomeréw prowadzi
do uszkodzenia komdrki oraz utrudnia jej prawidtowy podziat, wskutek czego dochodzi do
jej Smierci. W zwigzku z powyzszym zjawisko skracania telomeréw mozna poréwna¢ do
,wewnetrznego zegara komérki”, odliczajgcego czas jej funkcjonowania. Teoria Hayflicka
zaklada wiec, ze komorki ludzkie mogg ulega¢ okreslonej liczbie podziatéw, po czym
dochodzi do ich apoptozy [79,80].

Teoria zaburzen biatkowych

Zgodnie z zatozeniem teorii zaburzen biatkowych, upo$ledzenie syntezy biatek moze
réwniez prowadzi¢ do starzenia si¢ organizmu. Oprdcz funkcji budulcowej, biatka petnig
funkcje receptorowa i regulujg komunikacje wewnatrz- i zewnatrzkomérkowg oraz dziatanie
systemow naprawczych i obronnych. Wraz z wiekiem zdolno$¢ komérek do syntezy biatek
znacznie spada, co uposledza sprawne funkcjonowanie poszczegdinych organdw, a co za
tym idzie catego organizmu. Prawdopodobng przyczyng zaburzeh biatkowych jest
ekspresja gendw promujgcych ,mechanizmy samobojcze” wraz z ostabieniem ekspres;i
gendw kodujacych okreslony aminokwas [81,82].

m Teoria mitochondrialna

Wedtug teorii mitochondrialnej wraz z wiekiem maleje zaréwno liczba, jak i aktywnos$¢
mitochondriéw, co skutkuje zmniejszeniem wytwarzania adenozyno-5'-trifosforanu
(ATP, czasteczka magazynujgca energie komorki) [83]. Niski poziom ATP z kolei uposledza
zdolnosci regeneracyjne komarki, w wyniku czego zwigksza sie liczba uszkodzer komorki
prowadzaca do jej Smierci. Spadek zdolno$ci komorek do regeneraciji prowadzi do starzenia
sig catego organizmu, w tym rowniez skory [84,85].
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Teoria membranowa

Teoria membranowa, zwana réwniez teorig btonowg zaklada, Ze proces starzenia si¢
organizmu ma wptyw na skfad bton komérkowych. Wedtug tej teorii wraz z uptywem czasu
dochodzi do zwigkszenia zawartoSci lipidow oraz obnizenia zawartodci zwigzkow
hydrofilowych w btonie komérkowej, co upo$ledza transcelularny transport substancii.
Efektem takiej zmiany jest nagromadzenie sie toksycznych metabolitbw we wnetrzu
komdrki, co moze prowadzi¢ do jej uszkodzenia oraz Smierci. Ponadto, teoria ta zaktada
wzrost stezenia glikoprotein umiejscowionych w btonach komérkowych, co powoduje
niekorzystny i nieodwracalny wzrost lepkosci i sztywnosci bton komorkowych [86,87].

® Starzenie menopauzalne - rodzaj starzenia wewnatrzpochodnego zwany takze
starzeniem hormonalnym. Menopauza to naturalny i nieunikniony etap w zyciu kazdej
kobiety nastepujacy pomigedzy wiekiem prokreacyjnym a poczatkiem starzenia sie [88].
Hormonalne starzenie si¢ skory jest zwigzane ze spadkiem stezenia estrogenéw we krwi.
Estrogeny nazywane sg hormonami miodo$ci, poniewaz majg wpltyw na prawidtowg
pigmentacje skory, jej unaczynienie, elastyczno$¢ i sprezysto$¢ oraz zdolnos¢
do hamowania nadmiernej transepidermalnej utraty wody [89].

3.2. Obraz kliniczny starzejacej sie skory

Istnieje wiele klinicznych zmian skornych $wiadczacych o postepujacym procesie starzenia
sie najwiekszego organu ludzkiego ciata. Starzejgca sie skora traci elastyczno$é¢, nawilzenie
i rownomierny koloryt. Wraz z wiekiem pojawiajq sie¢ przebarwienia skorne (w tym tzw. ,plamy
starcze”) i zaburzenia rogowacenia, jednak to zmarszczki sq najbardziej charakterystyczng
oznakg starzenia sie skory. Zmarszczki definiuje sie jako liniowe zmiany skoérne, powstajace
na skutek spadku nawilzenia i elastycznosci skory [90]. Jezeli gtebokoSC zmarszczek
nie przekracza wartosci 0,05 mm zmiany te nazywane sg powierzchownymi zmarszczkami,
ktore wystepujg najczesciej w okolicy oczu i sg nazywane ,kurzymi tapkami” [91]. Liniowe
zmiany skorne, ktorych gtebokoSC przekracza wspomniang wartos¢, to zmarszczki gtebokie
wystepujace w postaci bruzd na czole, policzkach, dolnej cze$ci twarzy oraz szyi [92]. Ponadto,
nieustanna praca miesnia okreznego ust powoduje utrate sprezystosci skory okalajacej usta,
€O Wigze sie z powstawaniem pionowych zmarszczek - tzw. ,zmarszczek palacza”. Dtugotrwate
dziatanie grawitacji, jak rowniez $cienczenie skory i stopniowa delokalizacja i degradacja
widkien kolagenowych i elastynowych powodujg utrate jedrno$ci skory i utrate owalu twarzy
[93].

3.3. Obraz histologiczny starzejacej sie skory

Obraz histologiczny starzejacej sie skory pozwala okre$lic mechanizmy i przyczyny
starzenia sie skory na poziomie komorkowym. Wraz z uptywem czasu obserwuje si¢ degresje
aktywnosci podziatowej komérek warstwy podstawnej naskorka, wskutek czego dochodzi
do sptaszczenia i horyzontalnego (spoczynkowego) utozenia komoérek s. basale. Ponadto,
obserwuje sie réwniez atrofie warstwy kolczystej oraz ziarnistej naskorka, co powoduje
stopniowe zmniejszanie jego grubosci. Na skutek tych procesow nastepuje sptaszczenie
granicy pomiedzy naskorkiem a skorg wiasciwg (rys. 5). Procesowi starzenia sie skory
towarzyszy réwniez stabnigcie adhezji naskorka i skory wiasciwej, co prowadzi do ograniczenia
powierzchni ich kontaktu, pogorszenia ukrwienia warstwy podstawnej naskérka, a w efekcie
- Zmnigjszenia i ograniczenia wymiany metabolicznej oraz substancji odzywczych miedzy tymi
warstwami [94,95].
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Rys. 5. Obraz histologiczny naskdrka oraz skory wtasciwej u mtodej (A) oraz starszej (B) osoby
(zaadaptowano z [96]).

Zmiany histologiczne zwigzane z procesem starzenia sie organizmu dotyczg takze skory
wiasciwej. Stopniowy spadek zawartosci widkien kolagenowych typu I, lll oraz V prowadzi
do zmian w sieciowaniu nowo powstatych wtokien podporowych, ktére ulegajg twardnieniu
i delokalizacji [97]. Wraz z wiekiem dochodzi do redukcji zawartosci lipiddw w cemencie
miedzykomérkowym oraz obnizenia aktywnosci gruczotdw tojowych, co prowadzi
do pogtebiajacej sie suchosci skory i powstawania zmarszczek. Spadek nawilzenia naskérka
i skory wiasciwej jest wynikiem ostabienia bariery lipidowej naskorka i nadmiernej,
transepidermalnej utraty wody [98].
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4. Emulsje kosmetyczne

Jak juz wspomniano, skéra czlowieka jest narazona na dziatanie wielu czynnikow zewnetrznych,
mogacych przyspieszaC procesy jej starzenia. W celu zachowania jak najlepszej kondycji skory
stosuje sie formulacje kosmetyczne zawierajace rozne substancje aktywne. Wiekszo$¢ preparatow
pielegnacyjnych dostepnych na rynku to réznego typu emulsje.

4.1. Definicja i klasyfikacja emulsji

Emulsje definiuje si¢ jako uktad dwoch niemieszajacych sie cieczy, sposrod ktorych jedna
ma charakter hydrofilowy (tzw. faza wodna emulsji), a druga - charakter hydrofobowy (tzw. faza
olejowa emulsji) [99]. Emulsja to rodzaj uktadu dyspersyjnego, w ktérym czastki fazy
wewnetrznej (stanowigcej mniejszo$C uktadu) ulegaja rozproszeniu w fazie zewnetrznej
(stanowigcej wigkszo$¢ uktadu) na skutek mieszania obu faz. Faza wewnetrzna emulsji
nazywana jest takze fazg zdyspergowang lub rozproszong, natomiast faza zewnetrzna - fazg
dyspergujaca lub rozpraszajaca [100].

Ze wzgledu na ukfad faz emulsje mozna podzieli¢ w nastepujacy sposob:

O emulsja typu olej w wodzie (o/w) - ukfad, —

w ktorym czastki fazy olejowej stanowig mniejszo$¢ O Faza olejowa

i sg rozproszone w zewnetrznej fazie wodnej. Emulsja
o/w moze by¢ bazg kosmetyczng do produkcii lekkich
kreméw nawilzajacych, maseczek oraz szampondw

O Faza wodna

(zawartosé fazy tuszczowej < 30% wiw calodci), jak e OO Je

rowniez cold kremdw, mleczek i odzywek do wiosow N °0 _
(zawarto$¢ fazy tluszczowej > 30% wiw catoSci) .

(rys. 6) Rys. 6. Schemat emulsji typu o/w.
® emulsja typu woda w oleju (w/o) - ukiad, —————

w ktorym czastki fazy wodnej stanowig mniejszo$¢
i sq rozproszone w zewnetrznej fazie olejowej. Tego
typu formulacja moze stanowi¢ baze kosmetyczng
do produkcji kreméw tlustych oraz  mleczek
do demakijazu (zawarto$¢ fazy ttuszczowej 20 do 40
% w/w catosci) (rys. 7),

(O Faza olejowa
O Faza wodna

O~0 4 i
OOO OOJO

Rys. 7. Schemat emulsji typu w/o.

© emulsja wielofazowa - nazywana rowniez emulsjg podwdjng. To ukfad dyspersyjny,
w ktorym faza zewnetrzna emulsji jest dodatkowo rozproszona w kroplach fazy wewnetrzne;
emulsji. Przyktadem emulsji podwojnej jest emulsja o/w/o, w ktdrej czastki oleju rozproszone
w fazie wodnej tworzg krople, ktdre sg dodatkowo rozproszone w zewnetrznej fazie olejowe;.
Do emulsji wielofazowych zalicza sie réwniez emulsje w/o/w (faza wodna rozproszona w oleju,
zdyspergowanego dodatkowo w wodzie (rys. 8). Zaletg takich uktadéw jest mozliwo$¢ ochrony
nietrwatych substancji aktywnych w rdzeniu czastek fazy rozproszonej emulsji [99,100,101].

29



@ PRZEGLAD LITERATURY — EMULSJE KOSMETYCZNE

‘t@—_ —— QQ_ —
O Faza olejowa O Faza olejowa
Q Faza wodna Q Fazawodna
o, @ 9| [0.05 0
P02 9 %% o °
A B

Rys. 8. Emulsja wielofazowa typu w/o/w (A) oraz o/w/o (B).
Ze wzgledu na rozmiar czastek fazy wewnetrznej emulsie mozna podzielic w nastepujacy
sposodb:

© mikroemulsje - uktady, w ktdrych rozmiar czastek fazy zdyspergowanej emulsji miesci sie
w zakresie 10-100 nm,

® nanoemulsje - ukfady, w ktorych rozmiar czastek fazy zdyspergowanej emulsji miesci si¢
w zakresie 20-500 nm,

© makroemulsje - uktady, w ktorych rozmiar czastek fazy zdyspergowanej emulsji miesci sie
w zakresie 1-100 um [102].

4.2. Rodzaje i przyczyny niestabilnosci emuls;ji

Ze wzgledu na trwatos¢ fizyczng, emulsje mogg tworzy¢ uktady stabilne termodynamicznie
lub kinetycznie. Emulsje trwate termodynamicznie charakteryzujg sie dobrg dyspersjq fazy
wewnetrznej i tworzg uklad o mozliwie najnizszej energii swobodnej (mikroemulsje).
Przeciwnie, emulsje trwate kinetycznie charakteryzujg sie wystepowaniem czastek fazy
wewnetrznej o nieco wigkszych rozmiarach (makroemulsje), w zwigzku z czym nie tworzg
uktadu o mozliwie najnizszej energii swobodnej. Trwato$¢ kinetyczna nie jest jednoznaczna z
trwatoscig termodynamiczna, w zwigzku z czym emulsje trwate kinetycznie z czasem ulegajg
procesom destabilizacji [103].

Rodzaje niestabilnosci emulsji mozna klasyfikowa¢ ze wzgledu na mechanizmy
fizykochemiczne; woéwczas nalezy wyrdzni¢ niestabilnos¢ odwracalng i nieodwracalng.
Niestabilnos¢ odwracalna jest definiowana jako szereg niekorzystnych zmian zachodzacych
w uktadzie, ktore mozna cofngC poprzez wymieszanie i homogenizacje uktadu. Do zjawisk
powodujacych tego typu niestabilnos¢ zalicza sie Smietanowanie oraz sedymentacje. W teorii
flokulacja jest uznawana za odwracalne zjawisko destabilizacji emulsji. W praktyce natomiast
bardzo czesto dochodzi do agregacji fazy rozproszonej emulsji w wigksze krople, czyli
do koalescencji - zjawiska powodujgcego niestabilno$¢ nieodwracalng emulsji oraz
prowadzacego do tzw. ztamania emulsji. Flokulacja jest wigc uznawana za zjawisko czesciowo
odwracalne. Niestabilno$¢ nieodwracalna stanowi szereg niekorzystnych zmian zachodzacych
w uktadzie, ktérych nie mozna cofng¢ poprzez wymieszanie i homogenizacje uktadu. W tabeli 1
przedstawiono schematy oraz definicje proceséw destabilizacji emulsji [101,104].
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Tabela 1. Klasyfikacja, definicje oraz schematy proceséw destabilizacji emulsji [101,104].

NIESTABILNOSC EMULSJI

Zwiazana z migracja
czastek fazy wewnetrznej (®) emuls;ji

Zwiazana ze zmiang rozmiaru czastek
fazy wewnetrznej (®) emulsji

Odwracalna

Czesciowo odwracalna

Smietanowanie emulsji

Flokulacja emuls;ji

Polega na gromadzeniu si¢ czastek fazy
wewnetrznej emulsji 0 niezmienionych
rozmiarach na gorze naczynia, w ktorym
znajduje sie emulsja. Jest wynikiem
przemieszczania sie drobin fazy
zdyspergowanej 0 mniejszej gestosci
w kierunku powierzchni, dlatego moze
zachodzi¢ czeSciej w emulsjach typu o/w.

5 >

2
0 %o 8%

g o

Polega na agregacji czastek fazy
zdyspergowanej w wigksze skupiska,
bez ich zlewania sie w wieksze krople oraz
znacznej migracji czastek w naczyniu
wypetnionym emulsja. Jest wynikiem ruchu
czastek fazy wewnetrznej ku sobie
na skutek oddziatywan Van der Waalsa.

Odwracalna

Nieodwracalna

Sedymentacja emulsji

Koalescencja emuls;ji

?Maw-‘?

Polega na gromadzeniu si¢ czastek fazy
wewnetrznej emulsji 0 niezmienionych
rozmiarach na dnie naczynia, w ktérym
znajduje sie emulsja. Jest wynikiem
oddziatywania grawitacji ziemskiej na
drobiny fazy zdyspergowanej i moze
zachodzi¢ we wszystkich rodzajach emulsji.

?Maw«’

Polega na agregacji czastek fazy
zdyspergowanej w wigksze skupiska,
bez ich znacznej migracji w naczyniu
wypetionym emulsjg. Zagregowane
czastki zlewajq sie w wieksze krople,

co prowadzi do catkowitego rozdziatu faz
emulsji (ztamania emulsji). Jest wynikiem
oddziatywan van der Waalsa oraz
zjawiska Ostwalda.

Destabilizacja emulsji w czasie jest ztozonym procesem, ktory zalezy od wielu czynnikow,
m.in. temperatury przechowywania oraz kompozycji formulacji, jak réwniez stopnia
homogenizacji uktadu. Nalezy podkresli¢, ze potaczenie dwoch, niemieszajacych sie faz
w jednorodng cato$¢ jest mozliwe dzieki emulgatorowi. Jest to substancja o charakterze
amfifilowym (posiada jednoczesnie czes¢ hydrofobowg i hydrofilowa), dzieki czemu wykazuje
powinowactwo zaréwno do hydrofilowej, jak i hydrofobowej fazy emulsji (rys. 9). Budowa
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emulgatora umozliwia obnizenie napiecia miedzyfazowego wskutek adsorpcji na granicy

dwaoch, niemieszajacych sie faz [105].

Czes¢ hydrofilowa

Faza olejowa

Czesc¢ hydrofobowa

Faza wodna

Rys. 9. Schemat adsorpcji czasteczek emulgatora na granicy fazy hydrofilowej i hydrofobowe;.

Pomimo dodatku emulgatora, wigkszos¢ emulsji

tworzy  ukfady niestabilne

termodynamicznie i ich destabilizacja w czasie jest procesem naturalnym. Najistotniejszy
wptyw na procesy destabilizacji emulsji majg takie zjawiska fizykochemiczne, jak ruchy
Browna, oddziatywania van der Waalsa, Ostwaldowskie dojrzewanie emulsji oraz prostoliniowy

ruch czastek fazy zdyspergowanej emulsji [101]:

O ruchy Browna - nieuporzadkowany ruch czastek fazy
zdyspergowanej zachodzacy w wyniku ich zderzen z czastkami
fazy dyspergujacej (rys. 10). Ruchy Browna stabng wraz
ze wzrostem spadku temperatury uktadu, mozna je wiec
minimalizowa¢ poprzez przechowywanie emulsji w niskich
temperaturach. Chaotyczne ruchy czastek fazy rozproszonej
stabng rowniez ze wzrostem rozmiarow tych czastek, czyli
destabilizacjg uktadu [106].

® oddziatywania van der Waalsa - oddziatywania
miedzyczasteczkowe wywotujace zjawisko ruchu czastek fazy
wewnetrznej emulsji ku sobie. Sity te oddziatujg pomiedzy
elektrycznie obojetnymi czastkami lub atomami. Oddalenie od
siebie czastek fazy wewnetrznej powoduje polaryzacje ich
tadunkdw elektrycznych, co skutkuje przycigganiem sie czastek
(rys. 11). Zbyt mata odlegto$¢ miedzy tymi czastkami (emulsja
niejednorodna, ulegajaca destabilizacji), powoduje z kolei
wzajemne odpychanie czastek, co prowadzi do flokulacji
i koalescencji emulsji [107].

© ostwaldowskie dojrzewanie emulsji - zjawisko zlewania
sie kropli fazy rozproszonej na skutek réznicy ich rozmiaru, a co
za tym idzie, energii wewnetrznej. Ostwaldowskie dojrzewanie
emulsji jest analogiczne do zjawiska koalescencji, jednak
mechanizm tego zjawiska jest nieco inny. Zjawisko Ostwalda
powoduje ruch mniejszych czastek w kierunku wiekszych, nigdy
odwrotnie (rys. 12) [108]. Migracja czastek w fazie
dyspergujacej moze zachodzi¢ bezposrednio (migracja samych
czastek fazy rozproszonej) badz tez posrednio (migracja miceli
ztozonej z czastki fazy rozproszonej oraz kilku czasteczek
emulgatora).

o 0

Rys. 10. Schemat ruchéw
Browna.

Rys. 11. Schemat
oddziatywan van der Waalsa.

o—0

Rys. 12. Schemat zjawiska
Ostwalda.
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Migracja bezposrednia jest mozliwa jedynie wéwczas, gdy czastki fazy wewnetrznej sg
czesciowo rozpuszczalne w fazie zewnetrznej [109].

® prostoliniowy ruch czastek fazy zdyspergowanej emulsji - zjawisko dotyczace
procesow Smietanowania i sedymentacji emulsji. Jest ono opisywane z wykorzystaniem prawa
Stokesa, okre$lajgcego site oporu, jakg musi pokonac kulista czastka, aby mogta porusza¢
sie w sposob prostoliniowy w osrodku dyspersyjnym (ciecz lub gaz) z okreslong predkoscia.
Prawo Stokesa jest przydatne w analizie niestabilnoSci emulsji jedynie przy zatozeniu,
ze czastki fazy rozproszonej majg ksztatt kulisty [110].

4.3. Metody stabilizacji emulsji

Jak juz wczesniej wspomniano (paragraf 4.1), emulsja jest ukladem dwdch,
niemieszajacych sie cieczy, znaczaco rdznigcych sie polarnoscia. W celu zmieszania tych faz
niezbedne jest wuzycie emulgatora, ktbrego zadaniem jest obnizenie napiecia
powierzchniowego na granicy fazy wodnej i olejowej. Nalezy jednak wspomnie¢, ze nawet
najlepiej dobrany emulgator nie jest w stanie obnizy¢ wartosci napiecia miedzyfazowego do
zera, w zwigzku z czym kazdy ukfad emulsyjny bedzie wykazywat tendencje do destabilizaciji.
Dyspersja fazy wewnetrznej emulsji na skutek mieszania i homogenizacji uktadu powoduje
wzrost jego entropii, ktdra jest miarg nieuporzadkowania uktadu [111]. Jak wiadomo, kazdy
uktad w przyrodzie, w tym uktad emulsyjny, dgzy do uzyskania mozliwie najnizszej entropii, co
jest podstawowag przyczyng niestabilnosci emulsji [101].

Emulsje mozna stabilizowac przez:

© homogenizacje ukfadu i obnizenie temperatury $Srodowiska przechowywania - wzrost
stabilnosci emulsji na skutek ostabienia ruchéw Browna, sit van der Waalsa, Ostwaldowskiego
dojrzewania emulsji [112],

® modyfikacje powierzchni miedzyfazowej tadunkiem elektrycznym - wzrost stabilnosci emulsji
na skutek wprowadzenia tadunku elektrycznego (czastki emulgatora z grupy anionowych
$rodkéw powierzchniowo czynnych) na powierzchnie kropli fazy wewnetrznej. tadunek
ten utrudnia koalescencije i flokulacje kropli powodujac ich wzajemne odpychanie. Skuteczno$é¢
tej metody zalezy od doboru fazy zewnetrznej, bowiem musi ona posiada¢ zdolno$é
przewodzenia fadunku (emulsje typu o/w). Metoda ta jest rzadko stosowana ze wzgledu
na podwyzszone ryzyko rozwarstwiania si¢ faz emulsji na skutek wysokiego stezenia
elektrolitbw w uktadzie [101].

© wzmocnienie powierzchni miedzyfazowej emulsji - wzrost stabilnosci emulsji na skutek
,wzmocnienia” powierzchni kropli fazy zdyspergowanej za pomocq adsorpcji czasteczek
emulgatora, amfifilowych polimeréw syntetycznych i naturalnych (biatka) oraz proszkéw
nierozpuszczalnych w obu fazach emulsji. Srednica czastek ciat statych stabilizujacych emulsje
powinna by¢ znacznie mniejsza niz Srednica czastek fazy zdyspergowanej [113,114].

4.4. Organoleptyczna ocena stabilnosci emulsji kosmetycznych

Stabilno$¢ preparatéw pielegnacyjnych to jeden z najwazniejszych parametrow decydujacy
w duzej mierze o zdatno$ci preparatu do jego uzytku zewnetrznego. Najbardziej podstawowa,
metodg oceny stabilnosci produktu kosmetycznego jest badanie organoleptyczne majace
na celu oceng jego nastepujacych wtasciwosci:

O wyglad produktu - gtadka, jednolita masa, bez obecno$ci grudek i mechanicznych
zanieczyszczen. Obecnos¢ fazy wodnej na powierzchni formulacii jest oznakg rozwarstwiania
sie jej faz (zZtlamania emulsji) i Swiadczy o jej niezdatno$ci do uzycia [115].

@® zapach produktu - przyjemny, analogiczny do zapachu produktu tuz po jego otwarciu [119].
Nieprzyjemny zapach kosmetyku wyczuwany przez konsumenta moze $wiadczy¢
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m.in. o jefczeniu fazy tuszczowej bedace wynikiem utleniania kwaséw ttuszczowych lub
hydrolizy wigzan estrowych wystepujacych w lipidach [116].

© kolor produktu — emulsja niezawierajaca w swoim sktadzie naturalnych oraz syntetycznych
substanciji barwigcych powinna mie¢ biatg lub Smietankowg barwe. Wynika to z faktu, ze uktad
dyspersyjny, jakim jest emulsja, powoduje réwnomierne rozpraszanie Swiatta widzialnego.
Wyjatek stanowig emulsie o rozmiarach czastek ponizej 100 pm. Swiatlo widzialne
(390 — 750 nm) jest rozpraszane wytacznie przez czastki, ktorych rozmiar przekracza okoto
Y diugosci wigzki padajacego Swiatta. Ze wzgledu na niewielki rozmiar, promieniowanie
widzialne jest cze$ciowo rozpraszane, a czesciowo transmitowane przez czastki mikro- oraz
nanoemulsji. W zwigzku z powyzszym, uklady te sg przezroczyste lub majg mleczng barwe
[117,118]. Zmiana koloru emulsji w czasie moze $wiadczyé o jej destabilizacji. Zotkniecie
poczatkowo biatych preparatéw jest zwykle spowodowane oksydacjq lub termicznym
rozktadem komponentéw, podczas gdy bielenie mikro- oraz nanoemulsji moze oznacza¢
powstawanie aglomeratow czastek fazy rozproszonej [119].

Obowigzkiem producenta kosmetykow jest wprowadzenie na rynek produktu o przebadanej
i udokumentowanej stabilno$ci. Nalezy jednak pamigta¢, ze w wyniku otwarcia opakowania,
w ktérym znajduije sie preparat dochodzi do nieuniknionego i postepujacego w czasie starzenia
sie produktu.
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5. Badanie wiasciwosci fizykochemicznych formulacji kosmetycznych

Producenci preparatéw kosmetycznych sg prawnie zobligowani do zapewnienia bezpieczerstwa
i stabilnosci oferowanego produktu. W chwili obecnej przemystem kosmetycznym kieruja: z ramienia
Unii Europejskiej - Dyrektywa Rady 76/768/WE z dnia 21 lipca 1976 roku wraz ze wszystkimi
poprawkami, za§ w Polsce - Ustawa o kosmetykach Dz. U. z 2001 r. Nr 42 poz. 473 [120,121].
W zwigzku z powyzszym przed wprowadzeniem preparatu kosmetycznego na rynek nalezy zbadaé¢
jego wiasciwosci fizykochemiczne, czyli okresli¢ m.in. pH, lepko$ci oraz stabilno$¢ preparatu.

5.1. Okreslanie typu emulsji

Typ emulsji kosmetycznej zalezy przede wszystkim od jej kompozycji i moze by¢
analizowany za pomocg kilku metod. Jedng z nich jest metoda przewodnictwa elektrycznego
polegajaca na pomiarze zdolnosci przewodnictwa elekirycznego badanej prébki. Parametr
ten jest mierzony za pomocg omomierza. Emulsje typu o/w charakteryzujq sie dobrg
przewodnos$cig pradu ze wzgledu na obecnos¢ fazy wodnej bogatej w elektrolity (pochodzace
m.in. z dysocjacji emulgatora rozpuszczonego w fazie wodnej emulsji). Emulsje typu w/o
natomiast charakteryzujq sie stabg przewodno$cig pradu [122].

Inng, znacznie popularniejsza metodg wykorzystywang do okreSlenia typu emulsji
kosmetycznych jest mikroskopia optyczna. Analiza emulsji polega na dodaniu barwnika
do badanej formulacji, a nastepnie jej obserwacji pod mikroskopem optycznym. Wybarwieniu
ulega faza rozpuszczajgca dany barwnik. Do wybarwienia fazy wodnej wykorzystuje
sie barwniki o charakterze hydrofilowym, np. oranz metylowy (rys. 13), natomiast faze
ttuszczowg wybarwia si¢ najczesciej lipofilowym barwnikiem Sudan IV [100].

) Fazawodna
() Fazatluszczowa

| Szkietko
podstawowe

Szkietko nakrywkowe

Emulsja Emulsja
olw wlo

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

5.2. Badanie wartosci pH

Warto$¢ pH zdrowej skory waha sie w granicach 5,5-6 [123]. Lekko kwasowe Srodowisko
skéry chroni jg przed nadmiernym namnazaniem i rozwojem chorobotworczych patogenéw.
Warto$¢ pH preparatéw kosmetycznych jest bardzo istotnym parametrem, poniewaz ma wptyw
na bezpieczenstwo stosowania kosmetyku na skore. Stosowanie preparatow o zbyt niskim lub
zbyt wysokim odczynie pH moze powodowaC uszkodzenia naturalnej bariery ochronne;
naskorka oraz podraznienie skory. Ponadto, preparaty alkalizujace powierzchnie naskorka
(np. mydta) powodujg uszkodzenie naturalnej mikroflory bakteryjnej naskdrka, tym samym
zwiekszajac  ryzyko choréb  skory wywotanych przez wzmozone namnazanie
sie drobnoustrojow chorobotworczych. W nawigzaniu do Zrodet literaturowych [124], bakteria
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Propionibacterium acnes (bedaca gtéwnym czynnikiem etiologicznym tradziku mtodzierczego)
jest naturalnym sktadnikiem mikroflory skory czlowieka. Wzrost pH na powierzchni skory
stymuluje namnazanie si¢ komérek bakteryjnych P. acnes powodujgc powstawanie
niepozadanych zmian skornych [125].

5.3. Badanie lepkosci

Lepko$¢ substancii jest definiowana jako wtasciwo$¢ substanciji ptynnych oraz plastycznych
ciat statych charakteryzujgca ich tarcie wewnetrzne, bedace skutkiem przesuwania sie
wzgledem siebie warstw ptynu podczas przeptywu. Lepko$ci nie nalezy myli¢ natomiast
z oporem przeciw ptynigciu powstajgcym na granicy ptynu i $cianek naczynia. Lepkos¢
to bardzo istotny parametr formulacji kosmetycznych i farmaceutycznych, poniewaz to od niej
zalezy smarownos¢ preparatow oraz kinetyka dyfuzji substancji aktywnych z badanej formulacji
w gtab skory [126]. Pomiar lepko$ci wykonuje sie z wykorzystaniem wiskozymetrow, zwanych
rowniez lepkosciomierzami. Sposréd dostepnych na rynku lepkoSciomierzy wyrdznia sie
lepkosciomierze kapilarne, kulkowe oraz najczeSciej stosowane lepkosciomierze rotacyjne.
Ocena lepkosci z wykorzystaniem wiskozymetru rotacyjnego polega na pomiarze oporu
lepkosciowego na krecacym sie wrzecionie, umieszczonym w badanym preparacie. Rotacja
wrzeciona powoduje $cinanie sie probki. Miarg lepkosci formulacji jest predko$¢ obrotowa
wrzeciona ustalajgca sie po przytozeniu okre$lonego momentu obrotowego [127].

5.4. Badanie stabilnosci emulsji

Stabilno$¢ preparatu kosmetycznego to jeden z kluczowych parametréw decydujacych
o mozliwosci jego wprowadzenia na rynek kosmetyczny. Podstawowg metodg oceny
stabilnosci formulacji sq testy wirowkowe prowadzone bezposrednio po przygotowaniu
i po odpowiednim czasie. Ztozone metody analizy stabilnosci kosmetykow wykorzystujg m.in.
zjawisko wielokrotnego rozpraszania $wiatta oraz dyfrakcje laserowg. Okre$lenie wptywu
warunkéw otoczenia na stabilno$¢ preparatow jest mozliwa dzigki ich przechowywaniu
w komorach klimatycznych (zgodnie z [128] oraz [129]).

5.4.1. Testy wirowkowe

Jedng z podstawowych metod oceny stabilnosci produktu kosmetycznego sg testy
wirowkowe wykorzystujace dziatanie sity odSrodkowej. Badanie polega na umieszczeniu
fiolki typu Eppendorf wypetnionej analizowanym preparatem w wirdwce. Wskutek obrotow
niestabilne preparaty ulegajg rozwarstwieniu na tworzace je fazy. Testy wirbwkowe moga
by¢ taczone z testami temperaturowymi. W tym celu nalezy wykorzystac wirdwki
z mozliwoscig regulacji temperatury [130,131].

5.4.2. Badanie stabilnosci z wykorzystaniem komor klimatycznych

Komory klimatyczne (KK) pozwalajg na wytworzenie oraz monitorowanie warunkéw
otoczenia (temperatura, wilgotno$¢, promieniowanie UV) w ustalonych zakresach
i w okreslonej jednostce czasu. Wigkszo$¢ KK dostepnych na rynku cechuje szeroki zakres
temperatury (0-70°C) oraz wilgotno$ci (10-80%). Komory klimatyczne sg wykorzystywane
do badania wptywu wyzej wspomnianych parametrow na stabilno$¢ m.in. preparatéow
kosmetycznych. Mozliwos¢ regulacji wartoci wyzej wspomnianych parametréw umozliwia
precyzyjng ocene ich wplywu na procesy starzenia si¢ badanych produktow.
Przechowywanie preparatu w podwyzszonej temperaturze oraz wilgotnosci powietrza
umozliwia przeprowadzenie przyspieszonych testow starzenia, znacznie skracajacych czas
analizy stabilnoSci. Zaleznos¢ szybko$ci starzenia preparatow w wysokiej temperaturze jest
opisywane prawem Arrheniusa, zgodnie z ktorym wzrost temperatury o 10°C podwaja
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szybkos¢ reakcji. Wnioskowa¢ mozna zatem, ze stabilno$¢ preparatow przechowywanych
w temperaturze 40°C przez okres 3 miesigcy odpowiada ich stabilnosci po okresie
12 miesiecy przechowywania w temperaturze 20°C [132]. Wyposazenie KK w lampy UV
daje dodatkowg mozliwoS¢ kontrolowanej eskpozycji preparatu na dziatanie promieni
ultrafioletowych i umozZliwia badanie jego fotodegradaciji. Preparaty przechowywane w KK
mogq by¢ dodatkowo analizowane pod katem stabilnosci z wykorzystaniem
przedstawionych w podrozdziale 5.4.3, zaawansowanych metod analizy instrumentalne;
[133,134].

5.4.3. Badanie stabilnosci z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania $wiatta

Do analizy stabilnosci formulacji kosmetycznych wykorzystuje sie takze zjawisko
wielokrotnego rozpraszania $wiatta (ang. multiple light scattering, MLS). Jak juz wcze$niej
wspomniano (paragraf 4.1) emulsje majg charakter uktadéw dyspersyjnych, ktorych
stabilno§¢ maleje w czasie wskutek wystepowania réznorodnych mechanizméw
fizykochemicznych. Zaréwno odwracalne (Smietanowanie, sedymentacja), cze$ciowo
odwracalne (flokulacja), jak i nieodwracalne (koalescencja) rodzaje niestabilno$ci emuls;ji
nie sq widoczne dla ludzkiego oka. Wykorzystanie zjawiska MLS umozliwia detekcje
wszystkich rodzajow niestabilnosci probki we wczesnej fazie procesu jej destabilizacji [135].

Aparatem wykorzystujgcym zjawisko MLS do analizy stabilnosci formulacji jest
Turbiscan Lab Expert (Formulaction SA, L'Union, Francja) (rys. 14). Zrédtem $wiatta
w urzadzeniu Turbiscan jest dioda elektroluminescencyjna emitujgca Swiatto z zakresu
bliskiej podczerwieni o dtugosci fali A=880 nm. Urzadzenie to jest réwniez wyposazone
w dwa zsynchronizowane detektory, ktore odbierajg Swiatto wstecznie rozproszone przez
probke (ang. backscattering, BS), padajace pod katem 45° od wigzki $wiatta emitowanej
przez zrodto, jak rowniez Swiatto przechodzace przez prébke (ang. transmission, T),
padajace pod katem 180° od zrédta $wiatta (rys. 14). Detekcja promieniowania, ktére ulegto
transmisji badz tez wstecznemu rozproszeniu, umozliwia identyfikacje oraz analize
loSciowg procesu destabilizacji badanej formulacji. Wybér analizowanego parametru zalezy
od rodzaju badanej prébki. Dla prébek nieprzejrzystych analizowanym parametrem jest
wsteczne rozpraszanie Swiatta, natomiast stabilnos¢ prébek przejrzystych i metnych jest
oceniana w oparciu 0 analize transmisji Swiatta [136].

Cela pomiarowa z probka
)

Zrodio $wiatta

Detektor T (180°)
/

|

| Detekior BS (45°)

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

Turbiscan Lab Expert to urzadzenie, ktore moze pracowa¢ w trybie skanowania oraz
trybie jednopozycyjnym. W trybie skanowania gtowica optyczna aparatu skanuje catg
wysoko$¢ probki (do 55 mm) zbierajac $wiatto transmisyjne i wstecznie rozproszone
co 40 um. Wzorzec stanowi zawiesina kuleczek monodyspersyjnych w oleju silikonowym
[137,138].
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5.5. Badanie rozktadu wielkosci czastek formulacji z wykorzystaniem techniki dyfrakcji
laserowej

Jak wspomniano w paragrafie 4.2, flokulacja i koalescencja to rodzaje niestabilno$ci
formulacji zwigzane ze zmiang wielko$ci czgstek fazy rozproszonej emulsji. Obserwacja zmian
w rozktadzie wielkosci czastek emulsji (ang. particle size distribution, PSD) w czasie ma wiec
duze znaczenie w detekcji procesow destabilizacji formulacji. Do analizy parametru PSD
formulacji kosmetycznych wykorzystuje sie zjawisko dyfrakcji laserowej (ang. laser diffraction,
LD) [139].

Aparatem wykonujacym pomiary PSD w oparciu o zjawisko LD jest analizator wielkosci
czgstek Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Wielka Brytania). Aparat ten jest
zbudowany z jednostki optycznej, w ktérej znajduje sie jednoobiektywowy analizator optyczny.
Zrodtem $wiatta w analizatorze optycznym jest laser He-Ne, emitujacy wiazke $wiatta
czerwonego o dtugosci fali A=633 nm. Oprocz lasera He-Ne zastosowano takze
potprzewodnikowe Zzrédio Swiatta niebieskiego (A=466 nm) w celu poszerzenia zakresu
pomiarowego (od 0,02 do 1000 um). Wigzka $wiatta emitowanego przez zrédto ulega dyfrakcii
na powierzchni czastek zgodnie z teorig rozpraszania Mie. Teoria ta opisuje model
rozpraszania elastycznego pola elektromagnetycznego na powierzchni jednorodnej, kulistej
czastki zgodnie z migdzynarodowg normg dotyczacq dyfrakcji laserowej [140], zwlaszcza, gdy
mierzone czastki sg mniejsze niz 50 ym. Zgodnie z zatozeniem tej teorii, kazdy rozmiar
czastek prezentuje unikatowy, charakterystyczny wzor rozpraszania Swiatta, bowiem kat
rozpraszania wigzki promieniowania przez czastki emulsji jest odwrotnie proporcjonalny do
rozmiaru tej czastki (rys. 15). Rozproszone $wiatto jest nastepnie kierowane w strone uktadu
detektorow [141,142].

Padajace $wiatto

‘/ Maty kat rozpraszania Swiatta

Padajace $wiatto
& Duzy kat rozpraszania Swiatta

Rys. 15. Schemat zalezno$ci kata rozpraszania Swiatta od wielko$ci czastek
(zaadaptowano z [143]).

Analizator wielkoSci czastek Mastersizer 2000 jest wyposazony w przystawke
potautomatyczng, ktora stuzy do pomiardw wszystkich materiatow o duzej gestosci
ilub polidyspersyjnym rozktadzie. Elementem przystawki jest mieszadto, ktore umozliwia
dyspergowanie badanej substancji w wybranym rozpuszczalniku. Zintegrowana z mieszadtem
sonda ultradzwiekowa stuzy do rozbijania powstatych aglomeratow czastek. Aparat jest takze
wyposazony w pompe utatwiajacg przeptyw zdyspergowanej probki do uktadu pomiarowego.
Mechanizm podnoszacy zintegrowane mieszadto, sonde ultradzwigkowg oraz gtowice pompy
utatwia wymiane cieczy dyspergujacej oraz czyszczenie uktadu (rys. 16).
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System doprowadzajacylodprowadzajacy  Fr2ystawka dyspergujaca do pomiarow
badana substancje do/z ukfadu pomiarowego na TOkm

r

Panel

)
“ ~
E/ sterowania

Jednostka optyczna Zlewka z badang substancjg Pompa, mieszadio i sonda
zdyspergowang w odpowiednim ultradzwiekowa
rozpuszczalniku

1) Laser He-Ne, A=633 nm
2) Pétprzewodnikowe Zrodito Swiatta,
A=466 nm

Rys. 16. Analizator wielko$ci czastek Mastersizer 2000.

5.6. Badanie stabilnosci termicznej z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej

Stabilno$¢ termiczna preparatu kosmetycznego to parametr, ktéry odgrywa istotng role przy
doborze warunkdw przechowywania gotowych produktéw. W celu oceny stabilno$ci termicznej
kosmetykow wykorzystuje sie analize termograwimetryczng (ang. thermogravimetric analysis,
TGA). Badana probka poddana analizie TGA ulega przemianom fizycznym lub chemicznym.
Analiza TGA polega na ocenie zmiany masy probki w funkcji temperatury lub w statej
temperaturze w funkcji czasu [144]. Zmiany w masie probki sg rejestrowane za pomocg wagi
termograwimetrycznej (termowagi) [145]. W przypadku formulacji kosmetycznych masa probki
ulega zmniejszeniu w trakcie trwania analizy prowadzonej w przeptywie powietrza. Jest
to zwigzane z utratg wody oraz sktadnikow lotnych kosmetyku wskutek wzrostu temperatury
otoczenia probki. Dalsze przechowywanie probki w wysokiej temperaturze powoduje spalanie
pozostatych sktadnikéw preparatu (m.in. komponentéw fazy ttuszczowej), co prowadzi
do catkowitego spopielenia probki [146]. Analiza termograwimetryczna moze by¢
wykorzystywana w przemys$le kosmetycznym do badania wplywu addycji poszczegdlnych
sktadnikow aktywnych na stabilno$¢ termiczng bazy kosmetyku.
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6. Substancje aktywne stosowane w kosmetyce

W $wietle ustawy z dnia 30 marca 2001 o kosmetykach, "kosmetykiem jest kazda substancja
przeznaczona do zewnetrznego kontaktu z ciatem cztowieka: skorg, (...), ktbrego wytgcznym
lub podstawowym celem jest utrzymanie ich w czysto$ci, pielegnowanie, ochrona, perfumowanie,
zmiana wygladu ciata (...)." [147]. W celu nadania kosmetykowi pozadanego i ukierunkowanego
dziatania pielegnacyjnego do podtoza kosmetycznego (tak zwanej ,bazy kosmetycznej’) dodaje sie
wybrane sktadniki (substancje) aktywne. Kosmetyczne substancje aktywne sg definiowane jako
substancje pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, ktére wykazujq okre$lone dziatanie
na fizjologie oraz/lub funkcje skory [148]. W przemysle kosmetycznym istnieje wiele zwigzkow
chemicznych, ktore moga petni¢ role aktywnych sktadnikow preparatow przeznaczonych

do pielegnaciji skory.

W tabeli 2 przedstawiono klasyfikacje substancji aktywnych ze wzgledu na ich dziatanie

pielegnacyjne wraz z przyktfadami.

Tabela 2. Klasyfikacja oraz przyktady wybranych kosmetycznych substancji aktywnych.

DZIALANIE PIELEGNACYJNE

PRZYKLADOWE SUBSTANCJE

\WYBRANE ZRODLA LITERATUROWE

Substancje nawilzajace kwas hialuronowy 149, 150
gliceryna 151, 152
Substancje przeciwzapalne pantenol 13, 154
azulen 155, 156
kwas salicylow 157, 158
Substancje antybakteryjne flenek cyniu (II>; 159, 160
. . kwas glikolowy 161, 162
SUHENED 2R kwas azelainowy 163, 164
Substancje rozjasniajace witamina C 165, 166
przebarwienia arbutyna 167, 168
kwas tetrahydrojasmonowy 169, 170
Substancje redukujace niskoczasteczkowe peptydy
zmarszczki (transportujace, sygnatowe, 171,172,173

rozkurczajace)
Substancje przeciwutleniajace witlamina 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 nalezy przeprowadzi¢
analize jej stabilnosci oraz kompatybilnosci z danym podtozem. W celu oceny stabilno$ci substancji
czynnych wykorzystuje sie m.in. metody chromatograficzne. Ocena kompatybilnosci sktadnikow
kosmetyku jest z kolei mozliwa m.in. dzigki skaningowej kalorymetrii réznicowej. Wiekszo$¢
kosmetycznych substancji aktywnych stanowig zwigzki organiczne, do analizy ktorych wykorzystuje
sie rowniez metody spekiroskopowe. Ponizej przedstawiono wybrane metody analityczne
stosowane w analityce chemicznej preparatow kosmetycznych.

7.1. Analiza struktury zwiazku z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni

W celu analizy struktury badanych substancji aktywnych wykorzystuje sie spektroskopie
w Sredniej podczerwieni (ang. mid infrared, MIR) oraz spektroskopie w bliskiej podczerwieni
(ang. near infrared, NIR). Analiza zwigzkow z wykorzystaniem promieniowania podczerwonego
bazuje na zjawisku jego absorpcji przez oscylujgce czasteczki i pozwala na identyfikacje
charakterystycznych grup funkcyjnych czasteczek, jak i ich oddziatywania z otoczeniem [178].
Istnieje kilka réznic pomiedzy spektroskopig MIR oraz NIR. Pierwszg 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-'. Ponadto, spektroskopia w zakresie NIR
dostarcza informacji na temat wiasciwosci fizykochemicznych oraz stanu fizycznego badanej
probki, natomiast spekiroskopia w zakresie MIR jest wykorzystywana do analizy
charakterystycznych grup funkcyjnych analizowanego zwigzku (tzw. analiza tozsamosSciowa)
[179,180]. W zwigzku z powyzszym, spektroskopia NIR moze by¢ wykorzystywana
w przemysle kosmetycznym oraz farmaceutycznym do analizy homogeniczno$ci oraz wielko$ci
czastek formulacii, jak réwniez oznaczania poziomu zawartosci wody w probce [181].

W analizie produktow kosmetycznych oraz farmaceutycznych najczesciej wykorzystywang
metodq jest spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier-transform
infrared, FTIR). W poréwnaniu z tradycyjng spektroskopia w podczerwieni, w metodzie
fourierowskiej nie wykorzystuje sie monochromatora pozwalajacego na wybor okreslonej
dtugos¢ fali. Spektroskopia FTIR polega na przeswietleniu probki wigzka promieniowania
z catego badanego zakresu podczerwieni. Po przejsciu tej wigzki przez probke nastepuje jej
interferencja z wigzka pochodzacq z tego samego zrodta, ktéra wczesniej nie przeszta przez
probke. Dzigki analizie fourierowskiej otrzymana zalezno$¢ natezenia promieniowania
od rdznicy drog optycznych wigzek promieniowania (widmo interferencyjne) zostaje
przeksztatcona cyfrowo z zastosowaniem transformacje Fouriera w widmo prezentujace
zaleznosci natezenia promieniowania od dtugoéci fali [182)].

7.2. Potwierdzenie teoretycznej masy czasteczkowej zwigzku za pomoca spektrometrii mas
ESI-MS

W celu potwierdzenia teoretycznej masy czasteczkowej analizowanych zwigzkéw
wykorzystuje sie spektrometrie mas (ang. mass spectrometry, MS). W zalezno$ci od rodzaju
badanego zwigzku stosuje sie rd6zne metody jonizacji prébki. Jedng z nich jest jonizacja przez
elektrozrozpylanie (ang. electrospray ionization, ESI) polegajaca na rozpylaniu roztworu
badanej substancji z igly, do ktorej przytozono wysokie napiecie (zazwyczaj rzedu 1-5 kV).
ESI zwykle nie powoduje fragmentacji badanych czasteczek, w zwigzku z czym jest czesto
stosowana w badaniach biomolekut [183,184]. Jonizacje probki przeprowadza sig¢ w komorze
jonizacyjnej spektrometru mas. Podstawg spektrometrii mas jest pomiar stosunku masy
do fadunku elektrycznego (m/z) danego jonu pseudomolekularnego lub molekularnego.
Jon pseudomolekularny powstaje w wyniku przytaczenia prostego jonu (najczesciej H*, K,
Na*) do czasteczki analizowanego zwigzku, badz tez jej deprotonowania. Jon molekularny
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natomiast powstaje w wyniku oderwania (rzadziej przytaczenia) elektronu, a jego masa jest
rowna masie badanego zwigzku [185].

7.3. Potwierdzenie teoretycznej struktury zwiazku za pomoca spektroskopii NMR

W celu potwierdzenia teoretycznej struktury zwigzku wykorzystuje sie spektroskopie
magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear magnetic resonance, NMR). Zjawisko
magnetycznego rezonansu jadrowego jest oparte na oddziatywaniu pomiedzy zewnetrznym
polem magnetycznym a dipolem magnetycznym jadra. Spektrometry NMR sg wyposazone
w nadprzewodzace magnesy o okreslonej wartosci pola magnetycznego (wytwarzajace tzw.
,Zewnetrzne pole magnetyczne®). Metoda analizy zwigzkéw z wykorzystaniem spektroskopii
NMR polega na wzbudzaniu spinéw jadrowych znajdujacych sie w zewnetrznym polu
magnetycznym wskutek szybkich zmian pola magnetycznego. Na skutek powrotu uktadu
spindw jadrowych do stanu rownowagi termodynamicznej (relaksacji) powstaje promieniowanie
elektromagnetyczne, ktére jest nastepnie rejestrowane przez detektor [186,187].

7.4. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnej zwigzku przy uzyciu syntetycznego rodnika DPPH*

Reaktywne formy tlenu odgrywajg istotng role w metabolizmie i starzeniu sie organizméw
zywych. Skora to organ ludzki, ktdry jest najbardziej narazony na oddziatywanie ROS
(podrozdziat 3.1.2). W zwigzku z powyzszym preparaty kosmetyczne aplikowane na skore
powinny zawiera¢ w swoim sktadzie substancje aktywne o dziataniu przeciwrodnikowym [188].
Istnieje wiele metod umoZliwiajgcych ocene aktywnosci antyoksydacyjnej zwigzkow
chemicznych. Ze wzgledu na mechanizm reakcji pomiedzy oksydantem oraz antyoksydantem
wyréznia sie metode HAT (ang. hydrogen atom transfer) oraz metode SET (ang. single
electron transfer). Mechanizm reakcji w metodzie HAT polega na transferze pojedynczego
atomu wodoru, natomiast w metodzie SET - na transferze pojedynczego elektronu pomiedzy
reagentami [189]. Analiza aktywno$ci antyoksydacyjnej zwigzku metodgq SET polega na
pomiarze zmian wartosci absorbancji roztworu oksydanta wskutek redukcji jego czasteczki
elektronami pochodzacymi z czasteczki antyoksydanta. Zmiana wartosci absorbancji roztworu
utleniacza w funkciji stezenia przeciwutleniacza w prébce ma charakter liniowy [190].

Jedng z czesciej wykorzystywanych metod SET jest tzw. ,metoda rodnika DPPH*. Metoda
ta wykorzystuje rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH®) posiadajacy niesparowany
elektron na powtoce walencyjnej jednego z atoméw azotu tworzacych mostek azotowy.
Oznaczanie metodg rodnika DPPH® (rys. 17A) polega na jego reakcji z badang substancja,
wskutek czego powstaje zredukowana forma rodnikowa (rys. 17B). Jako skutek wygaszania
rodnika  1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu  przez = substancije ~ wykazujgce  zdolno$ci
antyoksydacyjne, obserwuje sie stopniowe zanikanie fioletowej barwy alkoholowego roztworu
DPPH®. Potencjat antyoksydacyjny substancji w oparciu 0 metode z wykorzystaniem rodnika
DPPH® moze wiec zosta¢ oznaczony iloSciowo z wykorzystaniem spektrofotometrii w catym
zakresie $wiatta widzialnego oraz bliskim nadfiolecie (ang. ultraviolet-visible, UV-Vis) [191,192].

A NO, B NO,

Rys. 17. Wolny rodnik DPPH" (A) oraz jego zredukowana forma (B).
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7.5. Badanie kompatybilnosci komponentéw formulacji z wykorzystaniem skaningowej
kalorymetrii ré6znicowej

Kompatybilnos¢ komponentéw formulacji kosmetycznych jest kluczowym parametrem
podczas ustalania ich sktadu. Krystaliczna substancja aktywna (SA), bedaca komponentem
okre$lonej formulacji, powinna cechowaé sie dobrg rozpuszczalnoscig w okreslonej fazie.
W przypadku emuls;ji lipofilowa SA nalezy dodawa¢ do fazy tluszczowej, natomiast substancje
o charakterze hydrofilowym - do fazy wodnej emulsji przed zmieszaniem obu jej faz. Wigkszo$¢
emulsji kosmetycznych jest przygotowywana poprzez ogrzanie obu faz do wysokiej
temperatury (70£5 °C), a nastepnie ich zmieszanie. Ogrzewanie fazy emulsji po dodaniu
do niej substanciji aktywnej moze by¢ stosowane jedynie dla stabilnych termicznie zwigzkow.
Natomiast termolabilng SA dodaje sie do gotowej, niegoracej formulacji kosmetycznej,
w zwigzku z czym powinna sie ona cechowaC dobrg rozpuszczalno$cig w przygotowanym
podiozu kosmetycznym [101]. Dla poditoza w postaci zelu, krystaliczna substancja aktywna
powinna by¢ dobrze rozpuszczalna w rozpuszczalniku wykorzystywanym do produkcji bazy,
badz tez, jak w przypadku termolabilnej SA, w gotowym podtozu kosmetycznym [193].

W  celu okre$lenia kompatybilnoSci substancji aktywnych z bazami formulacii
kosmetycznych wykorzystuje sie metode skaningowej kalorymetrii rznicowej (ang. differential
scanning calorimetry, DSC). Jest to rodzaj analizy termicznej polegajacy na pomiarze
temperatury oraz ciepta przeptywu zwigzanych z przemianami termicznymi w badanym
materiale [194]. Skaningowa kalorymetria roznicowa jest wykorzystywana do badania
charakterystycznych temperatur (topnienia, krystalizacji, przejscia polimorficznego, procesu
zeszklenia) oraz warto$ci energetycznych (entalpie) przemian fazowych, proceséw topnienia i
krystalizacji badanej prébki zgodnie z miedzynarodowym standardem pomiarowym [195].
Metoda DSC moze by¢ takze wykorzystywana zardwno do badania czystosci chemicznej
substancji krystalicznych, jak rowniez do badania kompatybilnoSci tych substancji z
okre$lonymi formulacjami [196].

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

Stabilno$¢ substanciji aktywnych bedacych komponentami formulacji stanowi istotny aspekt
oceny efektywno$ci dziatania preparatu kosmetycznego. W celu oznaczania ilo$ciowego oraz
jakoSciowego substancji aktywnych preparatdbw kosmetycznych — wykorzystuje sie
wysokosprawng chromatografie cieczowg (ang. high-performance liquid chromatography,
HPLC) [197]. Jest to metoda analityczna wykorzystujgca roznice w powinowactwie sktadnikow
rozdzielanej mieszaniny do fazy stacjonarnej (wypetnienia kolumny) oraz fazy ruchomej
(eluentu). HPLC rézni sie¢ od zwyktej chromatografii cieczowej cisnieniem (nawet powyzej
100 mPa), pod jakim podawany jest eluent na kolumny. Wysokie ciSnienie w uktadzie wynika
migdzy innymi z kapilar o waskim przekroju, bedacych elementem sktadowym pompy [198].
W literaturze istnieje wiele doniesien na temat wykorzystania HPLC w analizie ilosciowej oraz
jako$ciowej kosmetycznych substanciji aktywnych (tabela 3).

Tabela 3. Przyktady oznaczania wybranych kosmetycznych substancji aktywnych metodg

HPLC.
PRZYKLADOWA SUBSTANCJA AKTYWNA WYBRANE ZRODLA 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 bezpieczenstwa aplikacyjnego substancji aktywnej

Przed przystapieniem do testow na zywym organizmie nalezy oszacowaC potencjalne
szkodliwe dziatanie badanych zwigzkéw na skére. W tym celu wykorzystuje sie aplikacje
Toxtree (ang. Toxtree - Toxic Hazard Estimation by decision tree approach), ktéra w oparciu
0 wzdr strukturalny zwigzku moze oszacowa jego potencjalne dziatanie toksyczne lub
korozyjne wzgledem ludzkich tkanek. Analiza z wykorzystaniem Toxtree bazuje na koncepcii
tzw. progu zagrozenia toksykologicznego (ang. threshold of toxicological concern, TTC),
majacej na celu okreslenie poziomu bezpieczenstwa ekspozycji ludzkich tkanek na okreslong,
substancje chemiczng [207]. Wykorzystanie aplikacji Toxtree do szacowania bezpieczenstwa
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 imitujace skore in vitro

Efektywno$¢ dziatania formulacji kosmetycznych zalezy m.in. od zdolno$ci penetracii
do gtebszych warstw naskdrka poszczegdinych skiadnikow aktywnych. Teoretyczna ocena
przenikania skfadnikdw czynnych jest mozliwa dzieki badaniu ich uwalniania z formulacii
kosmetycznych (ang. in vitro release test, IVRT) wskutek dyfuzji czastek substancji aktywnej przez
bariery imitujgce naskorek ludzki. W tabeli 4 przedstawiono przyktady substancji aktywnych, ktérych
uwalnianie z preparatow aplikowanych na skore zostato zbadane z wykorzystaniem IVRT.

Tabela. 4. Wybrane substancje aktywne, ktérych uwalnianie z preparatow stosowanych na skére
zostato zbadane z wykorzystaniem IVRT.

PRZYKLADOWA SUBSTANCJA AKTYWNA WYBRANE ZRODLA LITERATUROWE
arbutyna 209
kwas salicylowy 210
witamina C 211
witamina E 212
likopen 213
izotretynoina’ 214
tetrapeptyd GEKG? 215
kwas tetrahydrojasmonowy 170

8.1. Aparatury wykorzystywane do badania uwalniania substancji aktywnych in vitro

Wybor aparatury do badania uwalniania substanciji czynnych in vitro jest zalezny od rodzaju
formy aplikacyjnej tejze substancii. Dla pdtstatych form aplikacyjnych (np. masci, kremow, zeli)
podstawowym aparatem wykorzystywanym do badan uwalniania substancji jest dyfuzyjna
komora statyczna (komora Franza) [216]. W badaniach uwalniania in vitro wykorzystywane sg
rowniez aparaty przeptywowe oraz fopatkowe. Nalezy wspomnie¢, ze kazdy element
wykorzystywanej aparatury majacy bezposredni kontakt z badang formulacjg oraz ptynem
akceptorowym, powinien by¢ bierny chemicznie [217].

© Komora dyfuzyjna Franza - aparat zbudowany tazni wodnej (majacej na celu utrzymanie
statej temperatury uktadu podczas trwania analizy), jak réwniez komory z mieszadiem
magnetycznym, wypetnionej ptynem akceptorowym (rys. 18). W trakcie badania ptyn
akceptorowy jest pobierany do analizy w okre$lonych interwatach czasowych [218]. Badany
preparat nalezy umiesci¢ w gornej cze$ci membrany, przez ktorg zachodzi dyfuzja sktadnikéw
aktywnych do plynu akceptorowego. Membrany dializacyjne stosowane do badan
z wykorzystaniem komory Franza mogq zosta¢ zastapione przez odpowiednio spreparowane
wycinki ludzkiej skory, co pozwala uzyskac lepszg imitacje warunkow in vivo [216].

1 Stereoizomer kwasu all-trans-retinowego (tretytoiny), stosowany w leczeniu réznych postaci tradziku
2 Peptyd o dziataniu sptycajacym zmarszczki
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Komora wypetniona [T Zacisk —
badang probka J L

————>+ Membrana

;

Przewod
odprowadzajacy
prébke do analizy

Komora z mieszadtem,
wypetniona ptynem
akceptorowym

tazniawodna

Rys. 18. Schemat komory dyfuzyjnej Franza (zaadoptowano z [219]).

@® Aparat przeplywowy - aparat zbudowany z komory przeptywowej (umieszczonej w tazni
wodnej), pompy oraz zbiornika zawierajgcego ptyn akceptorowy. Po wypetnieniu zbiornika
na probke badang formulacjg, catos¢ nalezy zabezpieczy¢é membrang oraz nakretka,
a nastepnie umiesci¢ w komorze przeptywowej. Na dnie komory znajdujg sie szklane kulki
o Srednicy 1 mm, zapewniajgce laminarny przeptyw pompowanego ptynu akceptorowego.
Roztwér zawierajgcy uwolniong substancje jest pobierany z komory przeptywowej
do osobnego zbiornika w celu analizy ilosciowej. Aparat przeptywowy jest rekomendowany
do analizy produktow oraz substanciji stabo rozpuszczalnych w wybranym ptynie akceptorowym
[220,221].

© Aparat topatkowy z dyskiem no$nym - aparat zbudowany z naczynia szklanego, fopatki
oraz dysku no$nego wykonanego ze stali nierdzewnej (rys. 19). Dysk nosny, do wnetrza
ktérego wprowadza sie badang formulacje, nalezy umiesci¢ na dnie naczynia wypetnionego
ptynem akceptorowym. Wskutek ruchu obrotowego fopatki (50 obrotdbw na minute),
umieszczonej 2,5 cm nad powierzchnig dysku, nastepuje mieszanie ptynu akceptorowego.
Aparat fopatkowy z dyskiem nosnym jest polecany do badania uwalniania substancji czynnej
z preparatdw stabo rozpuszczalnych lub nierozpuszczalnych w  wybranym plynie
akceptorowym, w zwigzku z czym zastosowanie membran dializacyjnych nie jest konieczne
[222,223].

Naczynie wypetnione
ptynem akceptorowym

——+—— Lopatka petnigca funkcje
mieszadta

Qe 2
Dysk no$ny zawierajacy
badang formulacje

Rys. 19. Schemat aparatu fopatkowego z dyskiem no$nym (zaadoptowano z [224)).

O Aparat topatkowy z komora ekstrakcyjng (typu VanKel) - aparat zbudowany z o$miu
szklanych naczyn, mieszadet topatkowych oraz teflonowych komor ekstrakcyjnych.
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Probki do analizy przygotowuje sie poprzez wypetnienie komér ekstrakcyjnych badanym
preparatem, zabezpieczenie preparatu membrang dializacyjng, pierscieniem typu O-ring oraz
nakretka. Nastepnie nalezy umiesci¢ komore ekstrakcyjng na dnie naczynia wypetnionego
roztworem akceptorowym oraz uruchomi¢ mieszadta obrotowe umieszczone nad powierzchnig,
probki. Standardowy aparat topatkowy potaczony z jest ze spektrofotometrem UV-Vis
[225,226].

© Pionowa komora dyfuzyjna VDC - komora wykonana z plekisglasu powstata w wyniku
modyfikacji aparatu dyfuzyjnego Franza. Pionowa komora dyfuzyjna jest zbudowana
ze zbiornika z ptynem akceptorowym, zbiornika z probkg oraz szklanego mieszadta.
W przeciwienstwie do komory Franza badany preparat nalezy umiesci¢c pod membrang
dializacyjng [227,228].

® Komora z wirujacym cylindrem - komora dyfuzyjna wyposazona w rotujgcy cylinder
wykonany ze stali nierdzewnej. Po wypetnieniu komory ptynem akceptorowym nalezy umie$ci¢
w niej cylinder zawierajacy badany preparat. Aparat ten jest polecany do badania formulacji
nierozpuszczalnych w wybranym ptynie akceptorowym, dzieki czemu uzycie membrany
dializacyjnej nie jest konieczne [222)].

8.1.1. Membrany imitujace bariery skérne

Uwalnianie substancji aktywnej z badanej formulacji zalezy w duzej mierze od grubo$ci
i porowato$ci membrany. Membrana oddziela badany preparat od medium i chroni przed
przedostawaniem sie substancji wielkoczasteczkowych do ptynu akceptorowego.
Dodatkowym zadaniem membrany jest utrzymanie formulacji kosmetycznej na miejscu
w ciggu trwania catego procesu uwalniania. Btona dializacyjna imitujaca skére powinna by¢
cienka i wysoce porowata. Powinna by¢ takze bierna chemicznie wzgledem badanej emulsji
oraz ptynu akceptorowego [222]. Membrany wykorzystywane w badaniach uwalniania
substancji aktywnych z formulacji kosmetycznych oraz farmaceutycznych mozna
klasyfikowa¢ ze wzgledu na materiat, z jakiego zostaty wykonane (rys. 20).

Modyfikowana celuloza, zelatyna, chitozan,

Polimery naturalne —| naturalne woski i gumy
Poliizobutylen, polidimetylosiloksany, nitryl,
Synietyezne elastomery akrylonitryl, polibutadien
Membran ) (

wykorzystywa)%e w Syntetyczne polimery Polietylen, alkohol poliwinylowy,
IVRT T poliwinylopirolidon, poliakrylany,

/ polimetylometakrylany

Materiat pochodzenia

zZwierzecego [~~~ Preparowana skora $wini, myszy, szczura
) oraz krolika

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

Najpopularniejsze i najczesciej stosowane sg btony utworzone z polimeréw naturalnych
(azotan celulozy, octan celulozy oraz regenerowana celuloza) oraz polimeréw
syntetycznych (polietylen, polichlorek winylu) [222]. W badaniach IVRT wykorzystuje sie
rowniez preparowang skore zwierzecq (Swini, krélika, szczura) [229,230], jednakze
syntetyczne membrany cechujgq sie komercyjng dostepnoscig, jednorodno$cig oraz
tatwo$cig uzycia. W tabeli 5 przedstawiono przyktady oraz parametry fizykochemiczne
wybranych membran stosowanych w badaniach uwalniania substancji aktywnych in vitro.
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Tabela 5. Przyktady oraz parametry fizykochemiczne wybranych membran stosowanych
w badaniach uwalniania susbtancji aktywnych in vitro [222, 231, 232, 233].

MEMBRANA POLIMER GRUBOSC (um) WIELKOSC POROW (Um)

Membrany z polimerédw naturalnych

Cuprophan Regenerowana 7-17 0,45; 0,50
Visking celuloza 0,02-0,12 0,0024
Octan celulozy Octan celulozy 115-140 0,20 - 5,00
0,025; 0,1; 0,2; 0,45;
Azotan celulozy Azotan celulozy 105-140 0,65; 0,8; 1,0; 1,2; 3,0;
5,0; 8,0; 12,0
Membrany z polimeréw syntetycznych
AN 69 Poliakrylonitryl 20-55 0,45
Biodyne Poliamid - 0,2;0,8
Nylon 50 0,2;0,45;0,8;1,0
. 152 0,2
Tuffryn Polisulfon 145 045
Nuclepore . 0,1;0,2; 0,4,
Cyclopore Poliwgglan 720 0,01-0.10
Folioxane C6 Silikon - -
Celgard 3500 Polipropylen 25 0,064
Silicon Polidimetylosiloksan -

Najwazniejsze parametry fizykochemiczne charakteryzujace membrane to jej grubosc,
wielko$C poréw oraz graniczna masa molowa (ang. molecular weight cut-off, MWCO),
okre$lajaca najmniejsza mase czasteczkowg substancji zatrzymywanej przez membrane
przy okreslonym wspotczynniku retencji (wynoszacym przewaznie 0,9). Mozna stwierdzi¢
wiec, ze parametr MWCO wyznacza selektywnos¢ membrany [234] (rys 21).

Rys. 21. Schemat selektywno$ci membrany (zaadaptowano z [235]).

Na rys. 22 przedstawiono obraz mikroskopowy membrany Cuprohpan, potwierdzajacy

jej porowatos¢ i homogeniczng strukture. Warto$¢ parametru MWCO membrany
Cuprophan wynosi 7-17 kDa.
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Rys. 22. Obraz membrany Cuprophan uzyskany metoda elektronowej mikroskopii
skaningowej w 250-krotnym powigkszeniu (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 stezen oraz selektywno$cig membrany.
Zjawisko dyfuzji pojawia sie wowczas, gdy badana substancja aktywna oraz ptyn
akceptorowy majq ze sobq kontakt na granicy, ktorg stanowi potprzepuszczalna membrana
[237]. W trakcie procesu dyfuzji czasteczki substancji aktywnej przechodza przez pory
membrany z cze$ci donorowej (forma aplikacyjna zawierajgca badang substancje)
do czesci akceptorowej (ptyn akceptorowy) zgodnie z gradientem stezen, do momentu
osiggniecia stanu réwnowagi stezen po obu stronach membrany [238]. Wspdtczynnik
dyfuzji substancji przez pdiprzepuszczalng membrane moze zosta¢ zmierzony
z wykorzystaniem metod kinetycznych pod warunkiem, Ze stezenia tejze substancii
w czesci donorowej i akceptorowej sg znane.

Pierwsze i drugie prawo Ficka moze by¢ wykorzystywane do okre$lenia wspotczynnika
dyfuzji pod warunkiem, ze w uktadzie, w ktérym zachodzi dyfuzja, membrana stanowi
czynnik kontrolujacy szybkos¢ dyfuzji substancji czynnej [222]. Wedtug pierwszego prawa
Ficka dyfuzja czasteczek jest definiowana jako transfer materii (masy) przez jednostkowy
przekroj bariery (membrany) w jednostce czasu i jest okreslana jako strumien dyfuzji
czastek [239]. Pierwsze prawo Ficka jest wyrazane réwnaniem (2):

A dM
=05, (2)

gdzie:

J - strumien dyfuzji czastek (g/cm2x s),

dM - zmiana masy (g),

S - jednostkowy przekroj bariery (cm2),

dt - jednostka czasu, w ktérej zachodzi proces (s).

Istnieje bezpo$rednia zalezno$¢ pomiedzy strumieniem dyfuzji a gradientem stezen,
wyrazona za pomocg réwnania (3):

_ ~dC
ERES (3)

gdzie:

D - wspotczynnik dyfuzji substanciji aktywnej (cm?/s),

dC - zmiana stezenia dyfundujgcej substancji,

dx — jednostka odlegtosci, na jakg zachodzi dyfuzja (cm).
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Z kolei drugie prawo Ficka, zwane takze réwnaniem dyfuzji, okresla szybkos¢ zmian
stezenia w dowolnym punkcie uktadu przestrzennego (xyz). Prawo to zaktada, ze zmiana
stezenia substancji aktywnej w dowolnym punkcie ukfadu i w danej jednostce czasu jest
proporcjonalne do zmiany gradientu stezen w tejze jednostce czasu [240].

Drugie prawo Ficka jest wyrazane rownaniem (4):
dt dx? dy? dZ |’

gdzie:
X, Y, Z - 0sie opisujace przestrzenny uktad wspétrzednych.

8.1.3. Czynniki wptywajace na przenikanie substancji aktywnej przez membrany

Jak juz wspomniano rozmiar czasteczki substancji aktywnej oraz poréw membrany
stanowi czynnik determinujacy przenikanie tejze czasteczki przez bariery imitujace
naskorek. Ponadto, permeacja transmembranowa substancji aktywnej zalezy takze od
roznicy jej stezen w czesci donorowej oraz akceptorowej [241].

8.1.4. Plyn akceptorowy

Ptyn akceptorowy, zwany réwniez medium, to ciecz do ktorej nastepuje
transmembranowa dyfuzja substancji aktywnej z badanej formulacji. Przy doborze ptynu
akceptorowego nalezy kierowac¢ sie miarg jego podobienistwa do warunkdw fizjologicznych
(temperatura, warto$¢ pH) skory. Nalezy pamietaé, ze warto$¢ pH zdrowej skory miesci sie
w zakresie 4,5-6,5 [242].

Temperatura medium do badan uwalniania in vitro zwykle miesci sie w zakresie
32,0-37,0°C. Nie jest zalecane prowadzenie tego typu badan w wyzszej temperaturze,
poniewaz moze to negatywnie wplywa¢ na stabilnos¢ samej substancji aktywnej, jak
i formulacji jg zawierajacej. Wyjatkiem od tej reguty sg badania preparatow przeznaczonych
do specjalnego uzytku (np. kremy oraz masci dopochwowe), ktorych badania in vitro sg
prowadzone w temperaturze 37,0+0,5°C [222]. Chattaraj i Kanfer [243] przeprowadzili
analize wptywu temperatury roztworu akceptorowego na uwalnianie acyklowiru z réznych
form aplikacyjnych in vitro. Wyniki badan dowiodty, Ze nawet niewielka zmiana temperatury
medium powoduje znaczace zmiany w uwalnianiu substancji aktywnej. Jak powszechnie
wiadomo wzrost temperatury powoduje spadek lepko$ci emulsji oraz masci, co z kolei
moze powodowa¢ wzrost iloSci uwalnianej substancji aktywnej i otrzymanie
nieprawidtowych wynikow analizy [222,243].

Innym waznym aspektem, ktory nalezy rozwazy¢ podczas selekcji medium jest
rozpuszczalnos¢ badanej substancji czynnej. Dla substancji dobrze rozpuszczalnych
w wodzie stosuje sig¢ roztwory wodne, natomiast dla substancji trudno rozpuszczalnych
w roztworach wodnych nalezy wybiera¢ roztwory wodno-alkoholowe [222].

8.2. Modele kinetyczne uwalniaia substancj aktywnych in vitro

Uwalnianie substancji aktywnych z kosmetycznych oraz farmaceutycznych poditozy moze
zachodzi¢ zgodnie z okreslonym modelem kinetycznym. Wiekszos¢ zaprezentowanych
w literaturze modeli kinetycznych bazuje na prawie dyfuzji Ficka. Do najbardziej powszechnych
modeli kinetyki uwalniania substancji aktywnej nalezg modele kinetyki uwalniania zerowego
i pierwszego rzedu, model Higuchiego oraz model Korsmeyera-Peppasa [244].

© Model kinetyki uwalniania zerowego rzedu - model kinetyczny, zgodnie z ktdrym
uwalnianie substancji aktywnej pozostaje na okreslonym, statym poziomie w okreslone;
jednostce czasu. Wynika to ze statej wielkosci powierzchni, przez ktorg zachodzi uwalnianie
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badanej substancji. Model zerowego rzedu bazuje na zatozeniu, ze rozmiar czasteczki
uwalnianej substanciji jest wiekszy niz rozmiar porow membrany dializacyjnej. Prezentowany
model kinetyczny moze by¢ wykorzystany do teoretycznej oceny uwalniania substancji trudno
rozpuszczalnych w medium, cechujacych sie¢ duzym rozmiarem czastek [244]. Jest
on wyrazany nastepujacym réwnaniem (5):

Qt=Q0+Kt, (5)

gdzie:

Qt - ilos¢ uwolnionej substanciji aktywnej (mg) po czasie t (h),
Qo - poczatkowa ilos¢ substancji czynnej (mg),

K - stata szybko$ci uwalniania (mg/h).

® Model kinetyki uwalniania pierwszego rzedu - model kinetyczny, ktory jest wyrazany
nastepujacym réwnaniem (6):

logQi=logQy-K1/2,303, (6)

gdzie:

Q - ilos¢ uwolnionej substanciji aktywnej (mg) po czasie t (h),
Qo - poczatkowa ilos¢ substanciji czynnej (mg),

K- stata szybkosci uwalniania (h-").

Wyniki uwalniania substancji aktywnej zgodnie z modelem kinetycznym pierwszego rzedu sg
zaprezentowane w postaci krzywej o nachyleniu -K/2,303. Prezentowany model moze by¢
wykorzystywany do opisu uwalniania substancji aktywnych rozpuszczalnych w wodzie [244].

© Model Higuchiego - model kinetyczny powszechnie stosowany do obliczen szybkosci
procesu uwalniania substancji aktywnej zgodnie z ponizszym réwnaniem (7):

Q _ 0,5
o=k x ()

gdzie:

Q - ilos¢ uwolnionej substanciji aktywnej (mg) po czasie t (h)
Qo - poczatkowa ilos¢ substanciji czynnej (mg),

K - stata Higuchiego (h-'2)

Wykres ilosci uwolnionej substancji (obliczany na jednostke powierzchni membrany, wyrazong
w Jg/lcm?2) ma charakter liniowy, a nachylenie prostej charakteryzuje szybko$¢ uwalniania
badanej substancii.

® Model Korsmeyera-Peppasa - model kinetyczny powszechnie stosowany do obliczen
szybkoSci procesu uwalniania substancji aktywnej zgodnie z ponizszym réwnaniem (8):

g_;=|< xt (8)

gdzie:

Qt - ilos¢ uwolnionej substanciji aktywnej (mg) po czasie t (h),
Qo - poczatkowa ilo$¢ substancji czynnej (mg),

K - stata szybkosci uwalniania (h-"),

t—czas (h),

n - wyktadnik dyfuzyjny (-).
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Wedtug modelu Korsmeyera-Peppasa dla n=0,5 kinetyka uwalniania substancji czynnej
zachodzi zgodnie z kinetykg dyfuzji wedtug prawa Ficka (ang. Fickian diffusion), a dla 0,5<n<1
ma charakter anomalny. Warto$ci wykfadnika dyfuzyjnego o wartosci rownej 1 mechanizm
uwalniania substancji zmierza do zerowego rzedu (tzw. przypadek Il), natomiast dla n>1
okreslany jest mianem mechanizmu uwalniania super zerowego rzedu [245].
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9. Ocena dziatania kosmetykéw za pomoca testéw aplikacyjnych

Teoretyczne oszacowanie bezpieczenstwa aplikacyjnego substancji aktywnej, jak réwniez
analiza jej przenikania przez bariery imitujgce skore in vitro to badania, ktére prowadzone sg na
etapie projektowania preparatu kosmetycznego. Po uzyskaniu zadowalajacych wynikow,
a nastepnie przygotowaniu formulacji nalezy przeprowadzic¢ testy aplikacyjne, majace na celu ocene
bezpieczenstwa oraz skutecznosci dziatania preparatu in vivo.

9.1. Testy biodostepnosci

Istnieje kilka metod umozliwiajacych ocene biodostepnosci kosmetycznych sktadnikéw
aktywnych. Jedng z nich jest tzw. ,test zdzierania” (ang. stripping test) polegajacy
na spektralnej analizie ilosci substancji aktywnej, przenikajacej z aplikowanej formulacji
do warstwy rogowej naskorka [246]. Stripping test polega na aplikowaniu preparatu
(zawierajgcego doktadnie znang ilos¢ badanej substancji aktywnej) na skore (rys. 23A),
a nastepnie usunieciu jego nadmiaru po okreslonym czasie (rys. 23B). Nastepnie w miejsce
aplikacji zostaje przyklejona taSma adhezyjna (rys. 23C), ktdrej zerwanie powoduje usuniecie
komérek gornych warstw naskoérka wraz z okre$long iloscig substancji aktywnej (rys. 23D)
[247]. Stezenie substancji aktywnej w usunietej warstwie naskorka jest ustalane w oparciu
0 pomiar absorbancji roztworu sporzadzonego poprzez rozpuszczenie materiatu usunietego
z tasmy 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 skére. W zalezno$ci
od sktadu jakosciowego i ilosciowego kosmetyk wykazuje okre$lone dziatanie pielegnacyjne
na skoére. Jak juz wspomniano, testy in vitro uwalniania substancji aktywnych z preparatow
kosmetycznych  umoZliwiajq teoretyczng ocene biodostepnosci danego  sktadnika.
Przed wprowadzeniem gotowego produktu na rynek kosmetyczny nalezy takze oceni¢
bezpieczenstwo i skutecznos¢ jego dziatania. W tym celu przeprowadza si¢ badania in vivo
na skérze ochotnikdw (probantdw), stanowigcych grupe docelowych konsumentéw badanego
produktu [249]. Do najczesciej przeprowadzanych testow in vivo zalicza si¢ naskorkowe testy
ptatkowe oraz badania parametréw skory z wykorzystaniem sond.

O Naskorkowe testy ptatkowe (NTP) - testy wykonywane w diagnostyce kontaktowe;
alergennosci kosmetyku. NTP wykonuje sie na niezmienionej chorobowo skérze plecow.
Potencjalna kontaktowa reakcja alergiczna zachodzi z udziatem limfocytow ima miejsce
po uplywie ok. 24 godzin od kontaktu z alergenem. Badany preparat nalezy umie$ci¢
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w komorze i przyklei¢ w miejsce aplikacji za pomocg plastrow. Plastry z badanym preparatem
powinny pozostawa¢ w kontakcie ze skorg przez okres 48 godzin. Po uptywie tego czasu
nalezy usunac test z powierzchni skéry i dokona¢ pierwszego odczytu. Drugi odczyt nalezy
wykona¢ po uptywie doby od chwili usunieca testu. Wyniki NTP sg prezentowane
w czterostopniowej skali: brak reakcji (0), rumien (+), rumien i grudki (++) oraz rumien, grudki
i pecherzyki (+++). Za dodatni uznaje si¢ wynik oceniony na przynajmniej (++) [250, 251, 252].

® Badania parametréw skoéry z wykorzystaniem sond - badania majace na celu ocene
skuteczno$ci dziatania preparatow w oparciu o analize zmian warto$ci takich parametréw
skory, jak nawilzenie, elastycznos¢ oraz przeznaskérkowa (transepidermalna) utrata wody.
Badanie tychze parametrow przeprowadza sie¢ z wykorzystaniem aparatury wyposazonej
w sondy do badan dermatologicznych [253].

Badania poziomu przeznaskdrkowej utraty wody

W badaniach poziomu TEWL wykorzystuje si¢ tewametr (rys. 24A) wyposazony w czujniki
temperatury i wilgotno$ci Srodowiska badan. Oba wymienione parametry sg niezwykle
wazne dla pomiaru TEWL, a ich wahania mogg wptywac na jakos¢ uzyskanych wynikow.
W zwigzku z tym wazne jest, aby prowadzi¢ pomiary zawsze w takich samych warunkach
otoczenia (wilgotno$¢ 40-60% oraz temperatura powietrza ok. 22°C). Ponadto, w badaniu
poziomu TEWL istotny jest czas stabilizacji, czyli czas przebywania probanta w
pomieszczeniu, w ktérym prowadzone sg badania, przed ich rozpoczeciem. Czas
stabilizacji powinien wynosi¢ co najmniej 30 minut. Wyniki analizy TEWL wyrazane sg jako
szybkos¢ parowania wody w jednostce czasu z okre$lonej powierzchni skory [254].

Badania poziomu nawilzenia naskorka

W celu zbadania poziomu nawilzenia naskérka wykorzystuje sie korneometr (rys. 24B)
mierzacy zawarto$¢ wody w warstwie rogowej naskérka w oparciu 0 zmiany przewodnictwa
elektrycznego i pojemnosci elektrycznej na gteboko$ci 10-20 pym naskérka. Im wyzsze
nawilzenie naskorka, tym lepsza jego przewodnos¢ elektryczna. Wyniki badania poziomu
nawilzenia skory podawane sg w jednostkach korneometru (CU). Wykazano, ze nawilzenie
naskorka jest ujemnie skorelowane z parametrem TEWL [254,255].

Badania poziomu elastyczno$ci naskorka

W celu oceny elastycznosci skory wykorzystuje sie kutometr (rys. 24C), ktdrego dziatanie
polega na chwilowej, miejscowej deformacji skory za pomocg wytworzonego przez sonde
podcisnienia. Elastyczno$¢ skoéry jest oceniania w oparciu o szybkos¢, z jakg zasysana
przez sonde skora wraca do stanu pierwotnego. Ponadto, sonda umozliwia ocene
odpornos¢ na odksztatcenia skéry (opdr skéry wzgledem wytworzonego podcisnienia
i zasysania do wewnatrz sondy). Kutometr wyposazony jest w optyczny system pomiarowy
ztozony ze zrodta oraz receptorow S$wiatta, a takze dwoch pryzmatow ustawionych
naprzeciwko siebie. Pryzmaty przekazujq $wiatto od transmitera do receptora,
a intensywno$¢ $wiatta zmienia sie w zaleznosci od stopnia zassania skory przez
urzadzenie [254].

\ |

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

Rosngca $wiadomo$¢ konsumentow oraz znajomo$¢ biezacych trendow na rynku
kosmetycznym skfonita producentéw do catkowitej badZz czeSciowej substytucji syntetycznych
skfadnikéw kosmetycznych substancjami pochodzenia naturalnego. Przyktadem ro$linnych
substancji aktywnych wykorzystywanych do produkcji preparatéw kosmetycznych sg fitohormony.

10.1. Definicja i klasyfikacja fitohormonéw

Fitohormony, czyli hormony roslinne, sg to zwigzki organiczne, ktére regulujg wigkszo$¢
przejawow aktywno$ci komérek, jak rowniez procesy wzrostowe i rozwojowe tkanek roslinnych
(m.in. odpowiedzi na stresy abiotyczne i biotyczne, organogeneza, reprodukcja, determinacja
ptci) [257]. Zwigzki te wykazujg aktywnos¢ biologiczng w niewielkich stezeniach rzedu
10 mol/L badz mniejszych. Fitohormony wykazujg aktywno$¢ w miejscu syntezy lub sq
transportowane do poszczegdinych czesci rosliny z wykorzystaniem zjawiska dyfuzji
transmembranowej oraz biatek transportowych. Odpowiedz organu roslinnego na obecno$¢
danego fitohormonu moze zachodzi€ juz na poziomie komorkowym (np. zmiana w transkrypcji
gendw, aktywnosci biatek i transporcie jondw). Regulatory niespetniajace kryteridw
fitohormonéw nazywane sg substancjami wzrostowymi ro$lin. W przeciwienstwie
do fitohormonédw substancje wzrostowe majg zwykle dziatanie ogélnoustrojowe i wywotujq
w tkankach roslinnych efekt fizjologiczny w stezeniach przekraczajacych 104 mol/L [258,259].
Wsréd fitohormondw wymienia sie takie grupy zwigzkdw, jak auksyny, cytokininy, gibereliny,
brasinosteroidy, etylen, kwas abscysynowy, jak réwniez strigolaktony poliaminy, kwas
salicylowy oraz jasmonidy [260]. W tabeli przedstawiono klasyfikacje oraz kluczowg aktywno$¢
biologiczng  fitohormonéw ze szczegdinym uwzglednieniem jasmonidéw, bedacych
przedmiotem badan w ramach przedktadanej pracy doktorskiej.

10.2. Interakcje fitohormonéw

Poszczegolne klasy fitohormondw mogg wykazywaé synergizm lub antagonizm aktywno$ci
biologicznej. Przyktadowo cytokininy stymulujg, a auksyny hamujg rozgatezianie peddw.
Ponadto, auksyny stymuluja, a cytokininy hamujg rozgatezianie korzeni, tak wiec dziatanie
cytokinin oraz auksyn jest antagonistyczne. Innym przyktadem antagonizmu jest stymulowanie
kietkowania nasion przez gibereliny oraz utrzymywanie nasion w stanie spoczynku przez kwas
abscysynowy. Synergiczne dziatanie fitohormonow z kolei obserwuje sie na przykiadzie
promowania rozwoju owocow partenokarpicznych (nieposiadajacych zywotnych nasion) oraz
stymulowanie wzrostu i wydtuzania komorek roslin przez auksyny i gibereliny [261]. Innym
przyktadem ,kooperacji” fitohormonéw jest lokalna i systemiczna obrona roliny przed
patogenami przez takie fitohormony, jak jasmonidy oraz kwas salicylowy [262].
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FITOHORMONY

Tabela 6. Klasyfikacja oraz aktywno$¢ biologiczna fitohormondw, cze$¢ I.

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

WYBRANE ZRODLA LITERATUROWE

Auksyny

© Pobudzenie wzrostu komorek roslin,

@® Stymulowanie podziatéw komérkowych,

© Regulacja procesow powstawania owocow oraz ksztattowania sie drewna,
O Indukcja tworzenia si¢ korzeni przybyszowych.

263, 264, 265

Cytokininy

© Regulacja szybkosci podziatdw komorkowych,

@® Stymulowanie procesdw réznicowania chloroplastow i wzrostu objetosci komorek,
© Indukcja procesow réznicowania pedow,

O Stymulowanie transportu metabolitdw do organdw o wyzszej zawartosci cytokinin,
© Regulacja procesow starzenia sie ro$lin i kietkowania nasion.

266, 267, 268, 269

Gibereliny

© Stymulowanie trawienia bielma w ziarnach zboz,

@® Zwiekszanie plastycznosci $cian komorkowych i wzrostu wydtuzeniowego pedu,
© Udziat w procesie wychodzenia nasion ze stanu spoczynku,

O Udziat w procesie rozmnazania i indukcji kwitnienia roslin.

270, 271, 272

Brasinosteroidy

© Stymulowanie wzrostu i wydtuzania komaérek roslin,

@® Udziat w formowaniu fagiewki pytkowe;j,

©Przyspieszanie procesow starzenia sie komorek w zamierajgcych hodowlach tkankowych,
® Opodznianie starzenia w mutantach o obnizonej ilosci brassinosteroidow.

273,274, 275, 276

© Stymulowanie dojrzewania owocéw,
@® Przyspieszanie starzenia si¢ roslin (m.in. opadanie lisci, wybarwianie kwiatow),

SUEl © Zaburzanie reakcji roslin na zmiane ich potozenia wzgledem wektora grawitacji. 211,278,279
© Hamowanie procesu fotosyntezy i transbtonowego transportu jonéw,
Kwas ® Hamowanie biosyntezy chlorofilu oraz wzrostu objetosciowego komérek,
abscysynowy © Przyspieszanie starzenia si¢ roslin (m.in. opadanie lici, owocow), 280, 281, 282

O Inhibicja kietkowania i podtrzymywanie stanu spoczynkowego nasion.
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Tabela 6. Klasyfikacja oraz aktywnos¢ biologiczna fitohormondw, cze$é Il.

FITOHORMONY

AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

\WYBRANE ZRODtA LITERATUROWE

Strigolaktony

© Stymulowanie kietkowania nasion ro$lin pasozytniczych,
® Hamowanie wytwarzania nowych pakow i rozgatezier pedow,
© Udziat w chemicznej komunikacji miedzy korzeniami roslin a grzybami mikoryzowymi.

283, 284, 285

Kwas
salicylowy

© Stymulowanie procesu fotosyntezy,

@® Udziat w procesie transpiracji i transportu jondw,

© Indukowanie zmian w anatomii lisci i strukturze chloroplastow,
® Udziat reakcji odpornosciowej ro$lin na atak patogendw.

286, 287, 288, 289

Poliaminy

© Regulacja tempa wzrostu i roznicowania si¢ komorek,

@® Regulacja procesow replikacji, transkrypcii, translacji oraz podziatow komérkowych,
© Udziat w transbtonowym transporcie aktywnych metabolitow,

® Nadawanie kwiatom zapachu przyciggajacego/odstraszajgcego owady.

290, 291, 292

Jasmonidy

© Hamowanie wzrostu korzenia oraz procesu kietkowania nasion o duzej zawartosci skrobi,
® Hamowanie procesu fotosyntezy oraz tworzenia sie pakéw kwiatowych,

© Przyspieszanie starzenia sig¢ i odpadania liSci,

® Stymulowanie dojrzewania owocow,

© Udziat w odpowiedzi rosliny na stres biotyczny oraz abiotyczny,

O Indukcja syntezy wtornych metabolitdw roslinnych,

@ Stymulowanie biosyntezy inhibitoréw proteinaz oraz biatek zapasowych lici i nasion,

O Regulacja procesu fotorespiracji oraz stymulowanie zamykania sie aparatéw szparkowych,
© Aktywacja ekspresji genow kodujacych niektore biatka obronne rosliny.

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

Jak juz wczesniej wspomniano (paragraf 10.1), jasmonidy to zwigzki pochodzenia roslinnego
petnigce funkcje fitohormondw. Zwigzki te po raz pierwszy wyizolowano z olejku eterycznego
pochodzacego z kwiatdw jasminu (Jasminum grandiflorum) w 1962 roku [303]. Dotychczas
jasmonidy zostaty wykryte w ponad 160 gatunkach roslin. Zwigzki te wystepujg w réznych czesciach
rosliny, a ich zawarto$¢ w materiale roslinnym miesci sie w granicach od 10 ng do 3 pg na 1 gram
suchej masy surowca. Wielko$¢ tej warto$ci jest zalezna w gtownej mierze od wieku i gatunku
rosliny [304]. W dojrzatych, zdrowych tkankach kwas jasmonowy wystepuje w niewielkim stezeniu.
Dziatanie czynnika stresowego biotycznego (atak insektéw oraz patogenéw) lub abiotycznego
(m.in. uraz mechaniczny, susza, stres osmotyczny, promieniowanie ultrafioletowe, akumulacja
metali ciezkich) powoduje wzmozong synteze kwasu jasmonowego w tkankach rodliny. Zgodnie
z danymi literaturowymi [305], kwas jasmonowy zostat zidentyfikowany jako gtéwna substancja
syntetyzowana przez liscie pszenicy (Triticum), poddane stresowi osmotycznemu wskutek
ekspozycji na 1M roztwér sorbitolu przez okres 24 godzin. Ponadto, zaobserwowano wzmozong,
synteze oraz akumulacje kwasu jasmonowego wskutek ekspozycji lici rzodkiewnika pospolitego
Arabidopsis thaliana na zwigzki miedzi oraz kadmu [306]. W zwigzku z powyzszym jasmonidy sg
nazywane roslinnymi sygnalizatorami stresu. Ponadto, zwigzki te stymulujg m.in. proces
dojrzewania owocow oraz starzenia i odpadania lisci, natomiast hamujg proces wzrostu korzeni,
kietkowania nasion o duzej zawartosci skrobi oraz tworzenia sie pakéw kwiatowych [294,307].
Aktywno$¢ biologiczna jasmonidéw w tkankach rodlinnych zostata szczegétowo przedstawiona
w tabeli 6.

11.1. Stereoizomeria jasmonidow

Jasmonidy sg analogami strukturainymi kwasu cyklopentanooctowego wykazujgcymi
aktywno$C optyczng. Czasteczka JA (kwas 3-tleno-2-(2-cis-pentenyl)-cyklopentanooctowy)
zawiera dwa centra chiralne ulokowane na trzecim oraz si6dmym atomie wegla (oznaczone
symbolem * na rys. 25). Obecno$¢ centréw chiralnych o mozliwej konfiguracji R lub S generuje
wystepowanie czterech mozliwych stereoizomeréw kwasu jasmonowego: (-)-JA (3R, 7R) oraz
(+)-JA (3S, 7S), jak rowniez (+)-7-izo-JA (3R, 7S) oraz (-)-7-izo-JA (3S, 7R) [299, 308]. Kwas
(+)-7-izo-JA oraz kwas (-)-7-izo-JA charakteryzujg sie obecnoscig fafncuchéw bocznych
w konformaciji cis i stanowig pare izomeréw lustrzanych. Ze wzgledéw stereochemicznych sq
one mniej stabilne niz enancjomery (3S, 7S) oraz (3R, 7R), charakteryzujace sie obecnoscig
taicuchdw bocznych w konformacii trans. W zwigzku z powyzszym konformery trans wykazujg
wiekszg aktywnos¢ biologiczng i wystepujg w przyrodzie czesciej niz konformery cis [304].
Ponadto, obserwuje sie zjawisko tautomerii keto-enolowej, wskutek ktorej zwiazki cis
przeksztatcajg sie w zwigzki trans [299].

CH
o7 11 (1:2H3 0 7 ’ 0 K\/
% 8 \ .
L9 i i
4—75 Ny~ \OH OH ,/\OH
(-)-JA (+)-JA (+)-7-izo-JA (-)-7-izo-JA
(3R,7R)-JA (3S,7S)-JA (+)-epi-JA (-)-epi-JA
(3R, 7S)-JA (3S, 7R)-JA

Rys. 25. Wzory strukturalne stereoizomerdw kwasu jasmonowego.

Do jasmonidow zaliczane sg miedzy 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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(3R,7R)-MeJ (3R,7R)-MeDHJ (3R,7R)-9,10-dihydro-JA  (3R,7R)-12-hydroksy-JA

Rys. 26. Wzory strukturalne stereoizomerdw wybranych jasmonidow.

11.2. Biosynteza kwasu jasmonowego

Miejscem biosyntezy kwasu jasmonowego jest btona komdrkowa roslin, a substratem tej
reakcji jest kwas a-linolenowy (ang. o-linolenic acid, a-LA), organiczny zwigzek chemiczny z
grupy wielonienasyconych kwasow ttuszczowych [309]. JA jest syntezowany z wykorzystaniem
enzyméw w tzw. ,,szlaku lipoksygenazowym”. Lipooksygenaza (ang. lipooxygenase, LOX),
syntaza tlenku allenu (ang. allene-oxide synthase, AQOS) oraz cyklaza tlenku allenu
(ang. allene-oxide cyclase, AOC) to zlokalizowane w chloroplastach enzymy niezbedne do
syntezy jasmonidéw. Lipooksygenazy to enzymy katalizujagce reakcje utleniania
polinienasyconych kwasow ttuszczowych, zawierajagcych w czasteczce ukiad wigzan
pentadienowych [310]. 13-LOX to enzym zasocjowany z wewnetrzng btong chloroplastéw.
Enzym ten wykorzystuje LA do produkcji wodoronadtienkéw lipidowych - 13-HPOT
ang. hydroperoxyoctadecatrienoic acid) [311]. Wodoronadtlenki lipidowe ulegajg nastepnie
przeksztatceniu do niestabilnych tlenkéw allenu z wykorzystaniem 13-A0S. Syntaza tlenku
allenu to enzym wykorzystujacy tlen z grupy wodoronadtienkowej (-OOH) w reakcjach
utleniania zwigzkoéw organicznych. W dalszym etapie szlaku lipooksygenazowego niestabilne
tlenki allenu ulegajg katalitycznemu przeksztatceniu do kwasu cis-(+)-12-oksofitodienowego
(ang. 12-oxophytodienoic acid, OPDA) z wykorzystaniem AOC [308]. OPDA to korcowy
produkt przebiegajacej w plastydach czesci szlaku biosyntezy kwasu jasmonowego. Kolejnym
etapem syntezy JA jest redukcja piercienia cyklopentenonowego, katalizowana przez
peroksysomowg reduktaze kwasu oksofitodienowego (ang. 12-oxophytodienoate reductase,
OPR). W wyniku tej reakcji OPDA ulega przeksztatceniu 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 obejmujg proces przemiany
enzymatycznej OPC:8 do OPC:8-CoA za pomocg enzymu 4-Cl-like o aktywno$ci 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). Nastepnie boczny farcuch czasteczki OPC:6-CoA
zostaje skrocony i przyjmuje forme kwasu 3-okso-2-[2'(Z)-pentenyl]-cyklopentano-1-mastowego
(ang. 3-oxo-2-(2'-pentenyl)cyclopentanebutanoic acid-CoA, OPC:4-CoA). OPC-CoA ulega
nastepnie [B-oksydacji, w wyniku ktérej powstaje kompleks kwasu jasmonowego i CoA
(JA-CoA). Kompleks ten ulega nastepnie przeksztatceniu do koricowego produktu biosyntezy
- kwasu jasmonowego [312,313].

11.3. Formy wystepowania kwasu jasmonowego w tkankach roslinnych

Aktywnos¢ biologiczna jasmonidéw w tkankach ro$linnych jest zwigzana z wystepowaniem
tych zwigzkéw w wolnej formie. Oprocz kwasu jasmonowego i jego pochodnych w postaci
hydroksykwasow oraz estrow, w organizmie roslinnym zidentyfikowano jasmonidy w formie
koniugatow z aminokwasami oraz cukrami. W nawigzaniu do zrodet literaturowych [302],
koniugaty kwasu jasmonowego i tyrozyny (ang. tyrosine, Tyr) oraz fenyloalaniny
(ang. phenylalanine, Phe) zostaly zidentyfikowane w kwiatach bobu Vicia faba L.
Zaobserwowano, ze koniugat JA-Phe stymuluje proces syntezy fitoaleksyny - flawonoidu
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biorgcego udziat w odpowiedzi ro$liny na atak bakterii i grzybdéw. JA-Phe charakteryzowat si¢
najwiekszg aktywnoscig biologiczng sposréd innych koniugatéw wystepujacych w tkankach
ryzu siewnego Oriza sativa [314]. Ponadto, w tkankach jeczmienia poddanych stresowi
osmotycznemu zaobserwowano wzmozong synteze oraz akumulacje koniugatow kwasu
jasmonowego oraz waliny (ang. valine, Val), leucyny (ang. leucine, Leu) oraz izoleucyny
(ang. isoleucine, lle). Stwierdzono réwniez, ze koniugaty JA z aminokwasami lle, Leu, Val, Tyr
oraz Phe mogq petni¢ istotng funkcje w szlaku transdukcji sygnatu w tzw. ,odpowiedzi
jasmonowej”, ktorej przyktadem jest emisja lotnych substancji czynnych, biorgcych udziat
w aktywacji uktadéw obronnych sasiednich rodlin [315]. Reakcja sprzegania kwasu
jasmonowego i aminokwasow zachodzi przy weglu C-1 czasteczki jasmonidu i ma charakter
dwuetapowej reakcji enzymatycznej z wykorzystaniem jondw magnezu i adenozyno-5'
-trifosforanu [316]. Aktywno$¢ koniugatébw kwasu jasmonowego oraz aminokwasow jest
zwigzana z ich konfiguracjg. Wykazano, ze koniugaty JA oraz L-aminokwaséw cechujg sie
wysokg aktywno$cig biologiczna, podczas gdy koniugaty z D-aminokwasami nie wykazuja
aktywnosci biologicznej [317].

Jak juz wczesniej wspomniano, czasteczka JA moze réwniez ulega¢ modyfikacji na skutek
reakcji estryfikacji z glukozg i gencjobioza. Produktami takiej reakcji sq odpowiednio
JA-1-B-glukoza i JA-1-B-gencjobioza. Modyfikacja obecnego w tkankach ro$linnych kwasu
jasmonowego ma na celu redukcje jego stezenia oraz aktywno$ci biologicznej [318].

11.4. Wykorzystanie jasmonidéw w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym

Jasmonidy ze wzgledu na dziatanie pielegnacyjne i terapeutyczne mogg byé
wykorzystywane jako kosmetyczne oraz farmaceutyczne substancie aktywne. Jasmonidy
wykazujg dziatanie przeciwstarzeniowe, przeciwnowotworowe oraz przeciwpasozytnicze.
Ponadto, niektore pochodne kwasu jasmonowego sg wykorzystywane w perfumiarstwie.

Dziatanie przeciwstarzeniowe

W nawigzaniu do zrodet literaturowych [319], kwas dihydrojasmonowy i jego pochodne
wykazujg zdoIno$¢ regulowania aktywno$ci gruczotéw fojowych skoéry, dzieki czemu mogg by¢
stosowane w terapii nadmiernej sucho$ci skory. Wraz z wiekiem aktywno$¢ sekrecyjna
gruczotow fojowych maleje, co skutkuje czesto nadmierng sucho$cig skory. Zwigkszone
wydzielanie sebum przez gruczoly fojowe zapewnia wzmocnienie ochronnego pfaszcza
hydrolipidowego i redukuje transepidermalng utrate wody, co zapewnia zwiekszenie poziomu
nawilzenia skory [320]. Jak wspomniano w paragrafie 3.3 podziaty komérkowe stymulujgce
Ztuszczanie oraz odnowe naskorka ulegaja spowolnieniu wraz z postepujgcym procesem
starzenia si¢ skéry. Jasmonidy (m.in. kwas 3-hydroksy-2-pentylocyklopentanooctowy)
wykazujg dziatanie keratolityczne, dzieki czemu stymulujg procesy ztuszczania martwych
komérek naskérka oraz przyspieszajg jego regeneracje [9]. Ponadto, starzenie sie skory,
choroby zwigzane z powstawaniem zmian zapalnych oraz dziatanie promieniowania
ultrafioletowego powodujq powstawanie przebarwien skoéry. W odniesieniu do zrodet
literaturowych [10], jasmonidy wykazujg dziatanie redukujace przebarwienia skory, jak réwniez
tagodzg jej podraznienia, wywotane m.in. dziataniem czynnikow zewnetrznych, takich jak
promieniowanie UV oraz dym tytoniowy [11].

Pochodna kwasu jasmonowego, kwas tetrahydrojasmonowy oraz jego s6l sodowa (nazwa
handlowa LR2412) zostaty opracowane w celu zmniejszenia widocznych oznak starzenia sie
skory. W tabeli 7 przedstawiono przyktady preparatdw komercyjnych zawierajgcych w swoim
sktadzie pochodne kwasu jasmonowego.
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Tabela 7. Przyktady preparatéw komercyjnych zawierajgcych pochodne kwasu jasmonowego

[321].
NAZWA PREPARATU KOMERCYJNEGO SUBSTANCJE AKTYWNE
Vichy |déalia Life Serum sol sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego,
LR2412 + LHA kwas lipohydroksylowy, hialuronian sodu

sol sodowa kwasu tetrahydrojasmonowego,

ekstrakt z kory Eperua Falcata, hialuronian
sodu, esktrakt z nasion soczewicy

Kwas tetrahydrojasmonowy, sél sodowa
kwasu tetrahydrojasmonowego, hialuronian
sodu

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

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

Lancdme Serum Visionnaire
LR 2412 4% - Cx

Skinceuticals Chest, Neck, and Hand
Repair

Jak juz wspomniano (paragraf 2.1), efektywno$¢ dziatania substancji aktywnych zalezy
m.in. od ich zdolnosci do penetracji do gtebszych warstw skéry. W celu oceny zdolno$ci
przenikania kwasu tetrahydrojasmonowego przeprowadzono badania in vitro z wykorzystaniem
komory dyfuzyjnej Franza. Do badan wykorzystano wycinki ludzkiej skéry pozyskane z operacji
plastycznych powtok brzusznych. Stwierdzono, ze czasteczka LR2412 ma zdolnos¢ penetracii
naskérka oraz wierzchnich warstw skory wiasciwej. Przeprowadzono takze ocene zdolno$ci
kwasu tetrahydrojasmonowego do ziuszczania naskérka. W tym celu wykorzystano
mikroskopie elektronowg oraz zjawisko promieniowania rentgenowskiego. Badania zostaty
przeprowadzone na modelu zrekonstruowanej skory ludzkiej EpiskinTM. W oparciu o uzyskane
wyniki badan stwierdzono wzrost ztuszczania naskérka oraz poprawe jego elastycznosci jako
nastepstwo stosowania preparatu zawierajacego LR2412. Zaobserwowano réwniez wzrost
losci keratynocytow zawierajacych antygen Ki67 (proteina jadrowa, bedaca markerem
profileracji komérkowej) oraz depozycji kwasu hialuronowego w warstwie podstawnej naskorka
[12]. Ponadto, odnotowano wzrost grubosci naskorka oraz sptycenie widocznych zmarszczek w
miejscu aplikacji preparatu [170,322]. Przeprowadzono takze badania in vivo na grupie
ochotnikow wykazujacych objawy fotostarzenia sie skory. Wyniki dowiodly, ze kwas
tetrahydrojasmonowy pozytywnie wptywa na stezenie fibryliny (glikoproteiny stymulujacej
synteze kolagenu i elastyny) w skérze wiasciwej [170].

Czasteczka LR2412 moze by¢ stosowana jako samodzielna substancja aktywna, badz jako
substancja o dziataniu synergicznym z innymi sktadnikami preparatu. Przyktadowo, kombinacja
kwasu tetrahydrojasmonowego oraz retinolu moze by¢ wykorzystywana w terapii fotostarzenia
sie skory [169]. Alexiades [323].przeprowadzit badania kliniczne in vivo na grupie 120 kobiet,
ktére aplikowaty preparaty zawierajace 0,025% tretinoine i mieszanine 0,2% retinolu oraz 2%
LR2412 raz dziennie przez okres 3 miesiecy na skore twarzy ze znakami fotostarzenia.
Zaobserwowano, Ze oba preparaty wykazaty dziatanie redukujace zmarszczki, wielkos¢ poréw
oraz przebarwienia skory, jednakze preparat zawerajacy mieszanine retinolu oraz LR2412 byt
lepiej tolerowany przez skére pacjentek, w poréwnaniu z preparatem zawierajgcym tretinoine
[323].

Przeprowadzono rowniez badania oceny skuteczno$ci kompleksu LR2412-Cx (Visionnaire
Lancome, L'Oreal - tabela 7) w redukcji widocznych zmian starzenia si¢ skory. W badaniach
wzieto udziat 15 ochotnikdw, spetniajacych nastepujace kryteria: zdrowy mezczyzna lub
kobieta, w wieku 35-65 lat, wykazujacy widoczne oznaki starzenia sie skory, takie jak
zmarszczki, przebarwienia, powiekszone pory oraz pogorszenie tekstury skéry. Ochotnicy
aplikowali badany preparat dwa razy dziennie przez okres 30 dni na skére twarzy. Badania
prowadzono po 1 i 3 dniach oraz 6 tygodniach od pierwszego dnia aplikacji preparatu. Ocena
efektywnosci preparatu bazowata na subiektywnym poziomie satysfakcji ochotnikdw.
W oparciu o uzyskane wyniki badan po 6 tygodniach stosowania preparatu, stwierdzono
redukcje zmarszczek o 12,4% oraz redukcje rozmiaru porow o 25,2% [324].
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Jasmonidy w perfumiarstwie

Ze wzgledu na wiasciwosci zapachowe wybrane jasmonidy znalazly takze zastosowanie
w perfumiarstwie. Ester metylowy kwasu jasmonowego (MeJ) stanowi 2-3% skfadu olejku
eterycznego pozyskiwanego z kwiatéw jasminu [325]. W celu otrzymania 1 g olejku
jasmonowego nalezy zebra¢ okoto dziesie¢ tysiecy kwiatdw Jasminum sambac L, bowiem
Sredniej wielkosci kwiat zawiera okoto 104 g olejku [326]. W wielu przypadkach zapach olejku
eterycznego jest determinowany przez sktadnik wystepujacy w niewielkim stezeniu. Uwaza sie,
ze (1R,2S)-(+)-Z-metyloepijasmonian, substancia o silnym zapachu i niskim progu
wyczuwalno$ci przez receptory wechowe (od 3 ppb, ang. parts per bilion, czastki na 1 miliard),
jest sktadnikiem determinujagcym zapach olejku jasminowego [327]. Oprécz wiasciwosci
zapachowych, olejek jasminowy wykazuje dziatanie antybakteryjne. Przeprowadzone badania
in vitro dowiodly jego skuteczno$¢ w redukcji liczby komérek Escherichia coli (szczep
MTCC-443), prawdopodobnie wskutek inhibicji syntezy bakteryjnych bton komérkowych [328].

M Dziatanie przeciwnowotworowe

Kwas jasmonowy i jego pochodne znalazly rdwniez zastosowanie w terapii nowotworow.
Zwigzki te majg bowiem zdolno$¢ hamowania proliferacji oraz indukowania apoptozy komorek
nowotworowych. Jasmonidy wykazujq skuteczno$¢ w terapii nowotworu ptuc oraz prostaty, jak
réwniez neuroblastomy, leukemii oraz czerniaka [329]. Jasmonian metylu jest uwazany
za najbardziej skuteczny terapeutyk przeciwnowotworowy spos$rdéd wszystkich jasmonidow
[330]. W oparciu o wyniki badan in vitro oraz in vivo, MeJ wykazuje duzg skuteczno$¢ w
zwalczaniu komorek nowotworowych podczas terapii taczonej z powszechnie stosowanymi
chemioterapeutykami (m.in. cisplatina, taksol, adriamycyna) [331]. Ponadto, stwierdzono
zdolno$¢ jasmonianu metylu do inhibicji wzrostu linii komérkowych nowotworu piersi
(MDA-MB-435 oraz MCF-7) [332]. Dihydrojasmonian metylu réwniez znalazt zastosowanie
w terapii nowotworow, w szczegdlno$ci czerniaka, leukemii, nowotwordw prostaty oraz piersi.
Udowodniono, ze MeDHJ op6znia progresje przerzutéw nowotworowych wskutek hamowania
angiogenezy tkanek nowotworowych [333].

Dziatanie przeciwpasozytnicze

Badania nad aktywnoscig biologiczng jasmonidow wykazaty, ze zwigzki te majg réwniez
dziatanie przeciwpasozytnicze. Wyniki badan in vitro wskazujg na skuteczno$¢ dziatania kwasu
jasmonowego i jego pochodnych w zwalczaniu komérek zarodzca malarii (Plasmodium
falciparum), wywotujgcego malarig, jak réwniez przywry Schistosoma mansoni, wywotujace;
schizostomoze [334,335,336]. Ponadto, wykazano skutecznos¢ dziatania
przeciwpasozytniczego jasmonianu metylu na komorki Trichomonas vaginalis, wywotujacego
rzesistkowice pochwowg [337].

11.5. Badania toksykologiczne jasmonidow

Przed wprowadzeniem nowej substancji aktywnej na rynek kosmetyczny oraz
farmaceutyczny nalezy wykonaC szereg badan, wykluczajacych jej potencjalne dziatanie
toksyczne wzgledem ludzkiego organizmu. W celu zdeterminowania potencjalnego dziatania
toksycznego jasmonianu metylu wprowadzono jego dawke (100-500 mg substancji aktywnej na
1 kg masy ciata) dootrzewnowo do organizmu myszy. Nie stwierdzono objawéw zatrucia oraz
$mierci u zadnego osobnika z grupy badanych zwierzat [338,339].

Przeprowadzono rowniez oceng toksycznosci jasmonidéw aplikowanych na skore.
Wykazano, ze wartos¢ dawki $miertelnej powodujacej zgon potowy badanych osobnikow.
Stwierdzono réwniez, ze jasmonidy aplikowane na skore nie wywotujg ostrej toksycznosci oraz
podraznien skory [340]. W celu oceny fototoksycznosci MeJ oraz MeDHJ, zaaplikowano ich
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10% roztwory na skore, a nastepnie nadwietlano badany obszar promieniowaniem z zakresu
UV. Nie zaobserwowano zadnych zmian skornych, w zwigzku z czym stwierdzono, ze badane
jasmonidy nie wywotujg fototoksycznosci oraz fotoalergii [341]. Ponadto, wyniki testéw
ptatkowych przeprowadzonych na ludzkiej skorze potwierdzity, ze jasmonidy nie wywotujq

niepozadanych reakcji skornych i mogg by¢ stosowane w preparatach aplikowanych miejscowo
[328]
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12. Peptydy

Peptydy to zwigzki organiczne zbudowane z aminokwaséw potaczonych wigzaniem
peptydowym. Ze wzgledu na aktywno$¢ biologiczng wybrane peptydy sg wykorzystywane
w przemysle kosmetycznym oraz farmaceutycznym. W zalezno$ci od mechanizmu dziatania na
ludzkg skére, peptydy podzieli¢ mozna na trzy grupy: peptydy rozkurczajace, peptydy sygnatowe
oraz peptydy transportujace [342].

12.1. Peptydy rozkurczajace

Jak wspomniano w paragrafie 3.1.1, starzenie sie skory twarzy jest spowodowane m.in.
przez mimike. Skurcze mieéni twarzy sg mozliwe dzigki uwalnianiu neuroprzekaznikow
z komorek ukfadu nerwowego do miesni. Catkowite lub cze$ciowe zahamowanie uwalniania
neurotransmiteréw w obrebie mies$ni twarzy mogtoby prowadzi¢ do redukcji mimiki twarzy oraz
powstawania zmarszczek. Substancjg hamujacg przekaznictwo nerwowe jest toksyna
botulinowa, podawana podskornie w postaci iniekcji. Neurotoksyna hamuje uwalnianie
neurotransmiteréw, co powoduje paraliz pojedynczego miesnia lub ich catej grupy [343].
Przyktadami peptydéow o dziataniu rozkurczajgcym sgq m.in. acetylo-heksapeptyd-3,
acetylooktaeptyd-1, tripeptyd-3 oraz tetrapeptyd AcYPFF.

12.2. Peptydy transportujace

Peptydy transportujgce, zwane rowniez nosnikowymi, to grupa peptydow petnigcych role
transporteréw substancji aktywnych w gtab skory. Peptydy zawierajace w swoim skfadzie
histydyne wigzqg kationy miedzi. Miedz petni w organizmie cztowieka niezmiernie wazng, role,
poniewaz przyspiesza procesy gojenia si¢ ran i jest sktadnikiem wielu enzymow [344].
Przyktadem jest dysmutaza ponadtlenkowa - enzym, w ktérym miedz petni role kofaktora. Jest
to enzym bioracy udziat w neutralizacji wolnych rodnikéw w organizmie [345]. Innym enzymem,
ktérego prawidtowe funkcjonowanie jest uwarunkowane obecnoscig miedzi jest oksydaza
lizylu, niezbedna w procesie wytwarzania kolagenu i elastyny [346]. Do peptyddw
transportujacych miedz zalicza si¢ m.in. tripeptyd GHK, czyli L-glicyno-L-histydyno-L-lizyne.
GHK, bedacy fragmentem kolagenu ludzkiego typu Il, zostat po raz pierwszy wyizolowany
z ludzkiej plazmy przez Pickarta w 1973 roku [347]. Kompleks GHK-Cu stymuluje synteze
glikozaminoglikandw (m.in. kwas hialuronowy) oraz produkcje nowych widkien kolagenowych
przez fibroblasty. Zwigzek ten reguluje réwniez dziatanie metaloproteinaz | oraz II, ktore sg
odpowiedzialne za usuwanie uszkodzonych widkien kolagenu i elastyny z matrycy
pozakomorkowej [173].

12.3. Peptydy sygnatowe

Trzeciq grupg peptyddow wykorzystywanych w preparatach kosmetycznych sg peptydy
sygnatowe. Nazwa tej grupy pochodzi od mechanizmu dziatania peptydéw, ktére ,wysytajq”
sygnat do biosyntezy elementdw sktadowych macierzy pozakomorkowej. Uwaza sie,
ze peptydy sygnatowe stymulujg fibroblasty do produkciji widkien kolagenowych, elastynowych
oraz fibronektyny (glikoproteiny macierzy pozakomorkowej, regulujacej m.in. procesy adhezji
i proliferacji komorek) [348]. Role sygnatowg petnig najczesciej pochodne peptydow
wchodzacych w skfad ludzkiego kolagenu i elastyny [349]. Peptydy sygnatowe stosowane w
kosmetologii otrzymywane sg na drodze syntetycznej lub biotechnologicznej. Do grupy
peptydéw sygnatowych nalezg m.in. palmitoilo-pentapeptyd-3, heksapeptyd VGVAPG oraz
tripeptyd KVK.
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13. Koniugaty

Koniugacja jest to proces chemiczny polegajacy na stworzeniu stabilnego, a tym samym
trwatego, wigzania miedzy dwiema czasteczkami chemicznymi. Proces ten ma na celu stworzenie
koniugatu, ktory cechowatby sie aktywnoscig biologiczna, charakterystyczng dla wchodzacych
w jego sktad, czasteczek substancji aktywnych. W przypadku substancji o synergicznym dziataniu,
koniugacja ma na celu intensyfikacje aktywnos$ci biologicznej poszczegdinych czasteczek SA [14].
Koniugacja czasteczek substancji znalazta szerokie zastosowanie w przemysle kosmetycznym.
Przyktadowo, koniugat czasteczki dekstranu (polimeru glukozy o wysokim ciezarze czasteczkowym)
oraz czasteczki kwasu rozmarynowego wykazuje dziatanie antyoksydacyjne oraz rozjasniajace
przebarwienia skéry [350]. Wykazano rowniez, ze koniugacja nanoczastek ztota z kinetyng
(substancja z grupy cytokinin) prowadzi do otrzymania stabilnego kompleksu o dziataniu
przeciwstarzeniowym [351]. Castelltort i wsp. [352] przedstawili metode syntezy koniugatu
czasteczki kwasu hialuronowego i nanoczastek metali, ktéry moze znalezC potencjaine
zastosowanie w pielegnaciji skory z oznakami starzenia. W literaturze istnieje takze wiele doniesien
na temat koniugacji substancji aktywnych z czasteczkami kwaséw ttuszczowych w celu utatwienia
ich transportu przez lipofilowg, bariere naskorkowa. Olejnik i wsp. [353] przedstawili wkasciwo$ci
fizykochemiczne koniugatu tetrapeptydu YPFF oraz czasteczki kwasu palmitynowego (PalmYPFF),
ktéry moze by¢ stosowany jako sktadnik preparatéw redukujacych nadwrazliwos¢ skory. Shabat i
wsp. [354] z kolei zaproponowali wykorzystanie koniugatu glikolu  propylenowego
z kwasem oleinowym lub linolenowym jako promotora przeznaskdérkowego przenikania substancii
aktywnych (m.in. lidokainy).

Wykorzystanie procesu koniugaciji jest takze powszechnie wykorzystywane w farmacji. Coraz
wiekszg popularnoscig cieszg sie biokoniugaty. Sg to uktady dwéch lub wigcej czasteczek, sposrod
ktérych przynajmniej jedna musi by¢ biomolekuta, czyli czasteczkg bioracg udziat w reakcjach
zachodzacych w organizmach zywych [355]. Przyktadem biokoniugatéw sg biatka o charakterze
nosnikowym potaczone z molekutami efektorowymi. Model ten stanowi podstawe terapii celowanej,
polegajacej na dostarczaniu i uwalnianiu efektora w miejscu docelowym. Kombinacja przeciwciat
monoklonalnych z cytotoksycznymi lekami przeciwnowotworowymi stanowi ciekawe zagadnienie
i moze przyczyni¢ sie do rozwoju antynowotworowej terapii celowanej [356]. W oparciu o dostepne
dane literaturowe [357], koniugacja lekéw z wybranymi polimerami daje mozliwos¢ ich
kontrolowanego uwalniania w docelowym miejscu dziatania oraz zwieksza ich stabilno$¢ w ptynach
ustrojowych. Przyktad stanowig koniugaty dekstranu z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi
o charakterze kwasowym. Co wiecej, koniugacja kationowych polimeréw z dekstranem obniza ich
toksycznos¢ i zwieksza ich stabilnos¢ [358]. Nowos¢ w analizie medycznej stanowig potaczenia
luminescencyjnych  kropek kwantowych z bakteriofagami, ktére mogg byé potencjalnie
wykorzystywane w identyfikacji oraz analizie infekcji bakteryjnych [359].
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Przeglad literaturowy, ktérego dokonano w niniejszej pracy doktorskiej, wskazuje na rosnace
zainteresowanie wykorzystaniem kwasu jasmonowego i jego pochodnych w preparatach
do pielegnacji skéry. Dynamiczny rozwéj przemystu kosmetycznego stwarza ciggta potrzebe
opracowywania zaréwno nowych substanciji aktywnych, jak i receptur je zawierajacych. W zwigzku
z powyzszym gtownym celem przedkfadanej rozprawy doktorskiej byto opracowanie oraz analiza
nowych preparatow zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne. Podjeto takze probe
zaprojektowania oraz determinacji aktywnosci biologicznej in vivo nowych pochodnych kwasu
jasmonowego w postaci jego koniugatow z wybranymi tetrapeptydami. Celem badan w ramach
pracy doktorskiej byta takze ocena potencjalnego zastosowania nowych receptur zawierajgcych
kwas jasmonowy i jego pochodne w preparatach do pielegnacii skory.

Gtéwne zatozenia niniejszej pracy realizowano poprzez nastepujace zadania:
1. Otrzymywanie nowych preparatdw zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne.

2. Zaprojektowanie nowych pochodnych kwasu jasmonowego o lepszej biodostepnosci
i aktywnosci biologicznej.

3. Analiza parametréw fizykochemicznych przygotowanych preparatow zawierajacych kwas
jasmonowy i jego pochodne.

4. Analiza stabilnosci przygotowanych preparatow zawierajacych kwas jasmonowy i jego
pochodne.

5. Opracowanie metodyki oznaczania jasmonidow i ich pochodnych w formulacjach
kosmetycznych metodgq HPLC.

6. Opracowanie metodyki badan in vitro uwalniania jasmonidéw i ich pochodnych z formulacii
kosmetycznych wraz z oceng kinetyki ich przenikania przez bariery imitujgce skore.

7. Przeprowadzenie testdw aplikacyjnych in vivo preparatow zawierajgcych nowe pochodne

kwasu jasmonowego.
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14. Jasmonidy wykorzystane do badan

Do badan w ramach pracy doktorskiej wykorzystano nastepujace jasmonidy: kwas jasmonowy
(JA), jasmonian metylu (MeJ), dihydrojasmonian metylu (MeDHJ), ktérych wzorce (w postaci
mieszanin racemicznych) zostaty zakupione w firmie TriMen TCI. W pracy zaprojektowano takze
dwie nowe pochodne kwasu +/- jasmonowego: koniugat JA oraz tetrapeptydu
L-Tyr-L-Pro-L-Phe-L-Phe  (JA-YPFF-NH2), a takze koniugat JA oraz tetrapeptydu
L-Tyr-L-Tyr-L-Lys-L-Ser (JA-YYKS-NH,), ktérych synteza zostata przeprowadzona przez firme
Lipopharm®. Wzory sumaryczne oraz strukturalne zwigzkéw chemicznych wykorzystanych
w badaniach przedstawiono w tabeli 8.

15. Synteza oraz charakterystyka fizykochemiczna badanych pochodnych kwasu jasmonowego
15.1. Synteza koniugatow kwasu jasmonowego oraz wybranych tetrapeptydéw

Synteze koniugatu JA-YPFF-NH, prowadzono na podtozu statym z wykorzystaniem zywicy
AM RAM oraz strategii Fmoc/tBu. Do syntezy wykorzystano nastepujace ilosci reagentow:
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 aminokwaséw zostaty zakupione w firmie Sigma-
Aldrich. Przed przystgpieniem do syntezy przeprowadzono kondycjonowanie zywicy
za pomocg mieszaniny DCM/DMF (viv, 9:1). Po uptywie 60 minut odsaczono mieszanine
rozpuszczalnikbw. Synteze koniugatu rozpoczeto od zakotwiczania pierwszej pochodnej
aminokwasu  (C-terminalny Fmoc-L-Phe-OH) z wykorzystaniem DIC oraz DMAP
rozpuszczonego w DMF. Nastepnie zablokowano wolne grupy aminowe Zzywicy poprzez
przeprowadzenie reakcji acylowania z wykorzystaniem Ac,O oraz DIPEA rozpuszczonego
w DMF. Przeprowadzono takze odblokowanie grupy Fmoc z wykorzystaniem 20% roztworu
piperydyny rozpuszczonej w DMF. W dalszym przebiegu syntezy powtarzano powyzej opisane
procedury w celu przytaczenia kolejno Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH
oraz kwasu jasmonowego. Jako substancie sprzegajacgq wykorzystano DIC oraz HOBt,
rozpuszczone w mieszaninie DCM/DMF (v/v, 9:1). Po kazdorazowej reakcji sprzegania
zablokowano wolne grup aminowych zywicy (Ac:O/DIPEA, DMF) oraz odblokowano grupy
N-Fmoc pochodnych aminokwasow (20% roztwor piperydyny w DMF). Po zakonczeniu reakcji
deprotekcji grupy aminowej N-Fmoc, kazdorazowo przeprowadzono test chloranilowy w celu
identyfikacji wolnych grup aminowych. Rezultat testu byt pozytywny, poniewaz
ciemnoniebieskie zabarwienie ziaren zywicy AM RAM Swiadczyto o obecno$ci wolnych grup
aminowych i zakonczonej powodzeniem reakcji deprotekcji grupy Fmoc. Synteze koniugatu
zakonczono poprzez odszczepienie gotowego produktu od Zzywicy z wykorzystaniem
mieszaniny TFA:H,O:TIS (v/v, 92.5:2.5:5) [171,360].
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Tabela 8. Wzory sumaryczne, strukturalne oraz masa czasteczkowa badanych zwigzkow.

SYMBOL STRUKTURA WZOR SUMARYCZNY M (Da)

CHj

\
g 9 C12H1803 210

MeJ T 224
MeDHJ Ci3H203 226
0
o= CH,—C—NH-— CH-C—=N_ || 9
H(l: < 7 ------- C—NH---H(li—C—NH' CH-C—NH;
2
JA-YPFF-NH, i CH, HoC CasHs3N507 764
CHs OH
I 9 i 9
O? CHy—C—NH: C\)H*C*NH ----- HC*C*NH"---CIIH*C*NH“-- (‘DHfCOOH
CH2 (|:H2 (|:H2 (‘:HZ
JA-YYKS-NH; | ot OH CagHseNsOg 751
H,C
HsC \
HZC‘)
OH OH NH,
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Na rys. 27 przedstawiono schemat syntezy koniugatu JA-YPFF-NH, z wykorzystaniem
statego no$nika zywicy polistyrenowej AM RAM. Schemat ten stanowi ogolny zarys procesu
otrzymywania JA-YPFF-NHy, bez uwzglednienia sterecizomerii kwasu jasmonowego.
W analogiczny sposob otrzymano koniugat JA-YYKS-NH,, wykorzystujgc do jego syntezy
nastepujace substraty: Fmoc-L-Ser({Bu)-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH
(Sigma-Aldrich) oraz racemiczng mieszaning kwasu jasmonowego (TriMen TClI).

1. Osadzanie aminokwasu
2. Acylowanie wolnych grup

aminowych zywicy
3. N-deprotekcja o |

@ N, Fnoc L.Phe.OH oraz @ "

Zywica  yogt DCM/DMF, DIC, 2

polistyrenowa DMAP, DMF,

AMRAM 10 min 1. Sprzeganie | 1. Fmoc-L-Phe-OH oraz HOBt, DCM/DMF, DIC, 20 min
2. Ac,ODIPEA, DMF, 10min 2 Acylowanie 2. Ac,O/DIPEA, DMF, 10 min
3. 20% piperydyna, DMF, wolnych grup | 3. 20% pi;.)ery('iyna, DMF, 15 min .
15 min aminowych Zywicy | [PowtorzyC kazdy etap tej reakcji w celu sprzegania z

3. N-deprotekcja Fmoc-L-Pro-OH, oraz Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH]
Y

0

I 0 ) 0

H N'CH_C_N 1 1

iy "CH:C—NH - CH—C-NHCH-C—NH—(g)
§ CH, CH,
OH "

Koniugacja | (+/-) Kwas jasmonowy, - e
DCM/DMF, DIC, DIPEA o ©

0

c NH CH c
CH; ( CH'--'C NH-- CH—C NH-HC — c NH-(g)

CH

Ss

H Oczyszczanie | TFA, H,0, TIS
1,5h, 25°C
0 0

g CH'CNH HC —C—NH CHC NH,
HC

O

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

CH—C NH HC C

JA-YPFF-NH,

15.2. Oczyszczanie otrzymanych koniugatow

W  celu oczyszczenia ofrzymanych koniugatow wykorzystano  wysokosprawng
chromatografie cieczowg w odwréconym uktadzie faz (ang. reversed phase - high performance
liquid chromatography, RP-HPLC). Parametry procesu oczyszczania gotowych produktow
przedstawiono w tabeli 9.
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Tabela 9. Parametry procesu oczyszczania otrzymanych koniugatow metodg RP-HPLC.

KOLUMNA CHROMATOGRAFICZNA Phenomenex Luna C18(2) (250x10 mm, 100 A)

Gradientowa

ELUCJA (100—0% A, 0—100% B; 6%/min)

Faza A: woda+0,1% TFA

P Faza B: acetonitryl+0,1% TFA

15.1. Spektrometria mas ESI-MS

W celu potwierdzenia teoretycznej masy czasteczkowej badanych zwigzkéw wykorzystano
spektrometrie mas ESI-MS. Wykorzystang w badaniach aparaturg byt spektrometr mas
Waters/Micromass (Manchester, Wielka Brytania). Temperatura Zzrodta jonizacji wynosita
100°C, natomiast procesu desolwatacji - 200°C. Napiecie kapilary (igty) wynosito 3,5 kV,
a predko$C przeptywu gazu - 5 uL/min. W analizie jako gaz kolizyjny wykorzystano wysokiej
czysto$ci argon, natomiast do nebulizaciji i desolwataciji probki wykorzystano (réwniez wysokiej
czystosci) azot. Spektrometr mas jest rowniez wyposazony w analizator, ktéry rozdziela jony
na podstawie stosunku masy do tadunku. Sygnat z analizatora trafia do detektora. Ostatnim
elementem uktadu jest komputer, ktéry przetwarza sygnat cyfrowy i przedstawia wynik analizy
w postaci widma masowego prezentujacego zaleznos¢ m/z [361]. Widma masowe ESI zostaty
zebrane w trybie jondw dodatnich oraz ujemnych w zakresie od 100 do 2000 m/z.

15.2. Spektroskopia FTIR

W celu potwierdzenia obecno$ci charakterystycznych grup funkcyjnych badanych
koniugatow wykorzystano spektroskopie fourierowskg w podczerwieni FTIR. W badaniach
jasmonidow wykorzystano spektrofotometr Nicolet FTIR 200 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Stany Zjednoczone). Zarejestrowano widmo w zakresie 500-4000 cm', a nastepnie
przeprowadzono identyfikacje pasm obecnych na widmie.

15.3. Spektroskopia NMR

W celu potwierdzenia teoretycznej struktury badanych koniugatow wykorzystano
spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego NMR. Badania prowadzono z uzyciem
spektrometru NMR Bruker AVANCE™, 600 mHz UltraShield (Bruker, Wielka Brytania). Aparat
ten (rys. 28) zbudowany jest z solenoidow nadprzewodzacych petnigcych role magnesu
wytwarzajgcego jednorodne pole magnetyczne. W szczelinie magnesu znajduje sie cewka
nadawczo-odbiorcza, w ktdrej umieszcza sie probke. Generatorem czestosci radiowej w tym
aparacie jest krystaliczny oscylator. Wygenerowany sygnat rezonansowy jest kierowany
do detektora, a nastepnie komputera, ktdry przetwarza sygnat na widmo przedstawiajace
wykres absorpcji promieniowania magnetycznego od jego czestosci. Czesto$¢ pola wyrazana
jest w czesciach na milion (ppm) czestosci pola magnetycznego pochtanianego przez wzorzec
(np. tetrametylosilan).

Prébki do analizy przygotowano przez odwazenie 40 mg zwigzku, a nastepnie
rozpuszczenie go w niewielkiej ilosci deuterowanego rozpuszczalnika organicznego. Koniugat
JA-YPFF-NH, rozpuszczono w chloroformie-d (CDCls), dla ktérego obserwuje si¢ nastepujace
przesuniecia chemiczne: & 'H=7,24 ppm oraz & "C=77,0 ppm. Kolejny koniugat,
JA-YYKS-NH, wykazat natomiast lepszg rozpuszczalno$¢ w metanolu-d4 (CDs0OD), dla ktérego
obserwuje sie nastepujace przesunigcia chemiczne: & 'H = 3,31 ppm i 4,78 ppm oraz
d 3C = 49,2 ppm. Otrzymane widma anlizowano z wykorzystaniem programu MestreNova.
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Badana prébka
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Rys. 28. Schemat budowy spektrometru NMR Bruker Avance. Zdjecie ze strony producenta
[362], schemat — projekt wiasny.

15.4. Badanie zdolnosci antyoksydacyjnej kwasu jasmonowego i jego pochodnych z uzyciem
syntetycznego rodnika DPPH®

W celu zbadania aktywnos$ci antyoksydacyjnej kwasu jasmonowego i jego pochodnych
sporzadzono roztwor DPPH® przez odwazenie 3,94 mg rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu,
a nastepnie rozpuszczenie nawazki w 130 mL metanolu. Po catkowitym rozpuszczeniu rodnika
w metanolu wykonano pomiar widma UV-Vis i odczytano dtugo$¢ fali, przy ktérej absorbancja
roztworu byta najwieksza (Amax). Sporzadzono takze metanolowe roztwory badanych
jasmonidow i ich pochodnych poprzez odwazenie 1 mg substanciji aktywnej i rozpuszczenie jej
w 10 mL metanolu. Podobnie, jak w przypadku roztworu rodnika zmierzono warto$¢
Amax metanolowych roztworéw JA, MeJ, MeDHJ, JA-YPFF-NH. oraz JA-YYKS-NH.. Nastepnie
do kwarcowej kuwety odmierzono 1,5 mL roztworu DPPH® oraz 1,5 mL roztworu badanego
jasmonidu. Pomiary absorbancji prowadzono co minute przez okres 5 minut, a nastepnie po
10, 15, 20, 25, 45 oraz 60 minutach od momentu zmieszania roztworow badanej substancii
oraz rodnika DPPH®. Do badan wykorzystano spektrofotometr UV-Vis Cary 50 Bio (Varian,
Stany Zjednoczone). Wyniki badan potencjatu antyoksydacyjnego jasmonidow zostaty
przedstawione za pomocg procentu wygaszania wolnego rodnika DPPH® obliczonego wedtug
réwnania (9):

% Inhibicji= A‘)A—‘O“ x100 % , (9)

gdzie:
Ao - absorbancja roztworu rodnika DPPH® (j.u.),
A1 - absorbancja roztworu rodnika DPPH*® po dodaniu badanej substancii (j.u.).

16. Preparatyka formulacji kosmetycznych zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne
Przygotowano pig¢ réznych formulacji kosmetycznych:

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

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

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

Zel PAA na bazie karbomeru,

Zel HEC na bazie hydroksyetylocelulozy (przygotowane w temperaturze 25°C).
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Kazda z przygotowanych formulacji zawierata 0,5 % wagowych substancji aktywnej (JA, MeJ,
MeDHJ, JA-YPFF-NH, badz JA-YYKS-NH). W tabeli przedstawiono sktad chemiczny
przygotowanych formulacji kosmetycznych. Opracowane formulacje przygotowano rowniez wedtug
tej samej procedury bez substanciji aktywnej (bazy kosmetyczne).

16.1. Preparatyka Emulsji 1

Sktadniki stanowigce faze tluszczowg emulsji (olej stonecznikowy, monostearynian glicerolu
oraz alkohol cetylowy) wprowadzono do szklanej zlewki umieszczonej na mieszadle
magnetycznym. Nastepnie zawarto$¢ zlewki ogrzano do temperatury 70°C. W tym samym
czasie do kolejnej zlewki wprowadzono sktadniki fazy wodnej (woda demineralizowana i kwas
cytrynowy) i mieszano az do catkowitego rozpuszczenia kwasu, a nastepnie ogrzewano do
uzyskania temperatury 70°C. Po catkowitym roztopieniu sktadnikow fazy tluszczowej dodano
do nich faze wodng i mieszano do momentu catkowitego potaczenia sie obu faz (predko$c¢
mieszania 1200 obr./min). Po schtodzeniu otrzymanej emulsji do temperatury 25°C dodano do
niej substancje aktywng i mieszano przez 10 minut. Gotowg emulsje zawierajaca substancje
aktywng zhomogenizowano w celu zwiekszenia jednorodnos$ci uzyskanej formulacji,
wykorzystujac homogenizator YellowLine DI 25 Basic (IKA, Niemcy).

16.2. Preparatyka Emulsji 2 (typu w/o)

Sktadniki fazy ttuszczowej (alkohol cetearylowy, parafina ciekta, palmitynian izopropylu oraz
wazelina biata) wprowadzono do szklanej zlewki umieszczonej na mieszadle magnetycznym.
Zawarto$¢ zlewki ogrzano do temperatury 70°C. Jednoczesnie w drugiej zlewce rozpuszczono
kwas cytrynowy w wodzie demineralizowanej, a nastepnie ogrzano do uzyskania tej samej
temperatury, co dla sktadnikéw fazy tluszczowej. Po catkowitym roztopieniu sktadnikéw fazy
tluszczowej dodano do nich ogrzang faze wodng. Uklad caty czas mieszano intensywnie
na mieszadle magnetycznym (predko$¢ mieszania 1200 obr./min). Po otrzymaniu emulsji
0 jednolitej konsystencji i schtodzeniu jej do 25 °C, dodano do niej substancje aktywng
i mieszano uktad przez 10 minut. Gotowa emulsje zawierajgcg substancje aktywng
zhomogenizowano w celu zwiekszenia jednorodnosci 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 sktadniki
Creagel EZ7 (polakrylamid, uwodorniony polideken, eter laurylowy polioksyetylenu) oraz
Alphaflow 20 (uwodorniony polideken). Nastepnie stopniowo dodawano do nich wode
demineralizowana, caly czas intensywnie mieszajac (predko$¢ mieszania 1200 obr./min). Po
catkowitym wymieszaniu sktadnikébw dodano substancje aktywng i uktad mieszano przez 10
minut, a nastepnie zhomogenizowano otrzymang emulsje wykorzystujagc homogenizator
YellowLine DI 25 Basic (IKA, Niemcy).

16.4. Preparatyka zelu PAA

Karbomer (polimer kwasu akrylowego) dyspergowano w wodzie demineralizowanej
za pomocg mieszadta magnetycznego przez dwie godziny (predkos¢ mieszania 1200
obr./min). Po uplywie tego czasu dodano 2-propanol, a nastepnie intensywnie mieszajac,
wprowadzano porcjami roztwér wodorotlenku sodu do osiggniecia wartosci pH réwnej 6,5.
Po uzyskaniu zelowej konsystencji produktu, dodano do niego substancje aktywna,
a nastepnie caty uktad mieszano przez 10 minut, po czym poddano homogenizacji w celu
zwiekszenia jednorodnosci uzyskanej formulacji.
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16.5. Preparatyka zelu HEC

Gliceryne oraz wode destylowang umieszczono w zlewce i ogrzewano w tazni wodnej do
temp. 80°C. Nastepnie mieszajac dodawano hydroksyetyloceluloze do uzyskania konsystencji
zelu. Po uzyskaniu pozadanej konsystencji produktu, dodano do niego substancje aktywna,

a nastepnie caty uktad mieszano przez 10 minut.

Tabela 10. Sktad chemiczny przygotowanych formulacji kosmetycznych, czes¢ |.

NAZWA SKLADNIK PRODUCENT ZAWARTOSC (% wiw, +0,01)
olej stonecznikowy Sigma-Aldrich 12,50
monostearynian glicerolu Sigma-Aldrich 4,00
Emulsja 1 alkohol cetylowy Sigma-Aldrich 6,00
kwas cytrynowy Sigma-Aldrich 0,50
woda demineralizowana - 76,50
substancja aktywna - 0,50
alkohol cetearylowy Evonik 10,00
parafina ciekta Sigma-Aldrich 15,00
palmitynian izopropylu Sigma-Aldrich 5,00
Emulsja 2 wazelina biata Sigma-Aldrich 49,00
kwas cytrynowy Sigma-Aldrich 0,50
woda demineralizowana - 20,00
substancja aktywna - 0,50
Creagel EZ7
(polakrylamid,
uwodormo;)érpohdeken, Créations Couleurs 10,00
Emulsja 3 laurylowy polioksyetylenu)
Alphaﬂow 2.0 Créations Couleurs 17,00
(uwodorniony polideken)
woda demineralizowana - 72,50
substancja aktywna - 0,50
karbomer kwasu Evonik 050
akrylowego
10 % wiw r-r
Zel PAA wodorotlenku sodu Chempur 1,00
2-propanol Sigma-Aldrich 25,00
woda demineralizowana - 73,00
substancja aktywna - 0,50
hydmks{ffé"é’)ce'“"’za Sigma-Aldrich 2,50
Zel HEC gliceryna Chempur 10,0
woda demineralizowana - 87,0
substancja aktywna - 0,50

17. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych formulacji

17.1. Ocena organoleptyczna

Ocene organoleptyczng przygotowanych formulaci przeprowadzono zgodnie z Polskg

Normg nr BN-77/6140-01 (Emulsje kosmetyczne - Metody badan -

Postanowienia ogdlne

i zakres normy) [115]. Analizowano barwe, konsystencje oraz zapach otrzymanych preparatéw.
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17.2. Okreslanie typu emulsji metoda mikroskopii optycznej

W celu okre$lenia typu otrzymanych emulsji kosmetycznych wykorzystano mikroskopie
optyczna. Prébki do analizy mikroskopowej przygotowano przez wprowadzenie do mozdzierza
niewielkiej ilosci badanej emulsji i dodanie do niej kilku kropli oranzu metylowego. Obie fazy
doktadnie potaczono, rozcierajac je za pomoca thuczka, az do uzyskania jednolitej konsystencii.
Tak przygotowang mieszaning naniesiono w postaci cienkiej warstwy na szkietko podstawowe
i przykryto szkietkiem nakrywkowym. Typ emulsji analizowano za pomocg 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 wartosci pH otrzymanych formulacji

W pracy zbadano takze warto$¢ pH otrzymanych formulacji zawierajacych kwas jasmonowy
i jego pochodne. Badania zostaly przeprowadzone od razu po sporzadzeniu formulacji
z wykorzystaniem pehametru przeno$nego SCHOTT handylab LF12 (SCHOTT AG, Mainz,
Niemcy). Przed wykonaniem pomiaréw formulacji aparat zostat poddany kalibracji za pomocg
roztworéw buforowych o wartosci pH réwnej 4,00 oraz 7,00 (-). Nastepnie sporzadzono
roztwory wodne otrzymanych preparatéw (20 mL wody demineralizowanej oraz 1 g badanego
preparatu). Pomiary wartosci pH formulacji zawierajacych jasmonidy i ich pochodne
prowadzono w temperaturze 25°C. Kazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie, a nastepnie
obliczono warto$¢ $rednig oraz odchylenie standardowe z uzyskanych wynikéw.

17.4. Badanie lepkosci otrzymanych formulacji

W pracy zbadano takze lepko$¢ otrzymanych formulacji zawierajacych kwas jasmonowy
i jego pochodne. Wykorzystano lepkoSciomierz rotacyjny z nastawianym momentem
$cinajagcym RCO2 firmy Rheotec (Messtechnik GmbH, Ottendorf-Okrilla, Niemcy, rys. 30).
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Rys. 30. Lepko$ciomierz rotacyjny RCO2 Rheotec wyposazony we wrzeciona pomiarowe.

Wykorzystany lepko$ciomierz jest wyposazony w 6 wrzecion rotacyjnych réznigcych sie
rozmiarem dyskow wienczacych wrzeciono. Wrzeciona wyposazone w dysk sg
wykorzystywane do badania formulacji o niewielkiej lepkosci (rys. 30), natomiast do pomiaru
probek cechujacych sie duzg lepkoscig wykorzystuje sie wrzeciona wyposazone w walec.
Pomiar lepko$ci w szerokim zakresie 20-13 000 000 mPa x s jest mozliwy dzieki dostepnosci
ré6znego rozmiaru wrzecion, jak réwniez modyfikacji predkosci obrotu tych wrzecion.
Lepko$ciomierze rotacyjne charakteryzujq sie duzg doktadnos$cig pomiaréw (bfad wzgledny w
granicach +3%). Aby zmierzy¢ lepko$¢ formulacji w optymalnym zakresie, nalezy
przeprowadza¢ badania przy uzyciu kilku wrzecion pomiarowych [364].

W celu zmierzenia lepkosci otrzymanych formulacji, umieszczono je w waskich, szklanych
Zlewkach. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 25°C z wykorzystaniem wrzeciona R5,
rozpoczynajgc najwolniejszych obrotow, stopniowo je zwiekszajac. Kazdy pomiar
przeprowadzono trzykrotnie, a nastepnie obliczono wartoS¢ $Srednig oraz odchylenie
standardowe z uzyskanych wynikow.

17.5. Badanie rozktadu wielko$ci czastek formulacji z wykorzystaniem techniki dyfrakcji
laserowej

W pracy zbadano takze rozktad wielkosci czastek otrzymanych formulacji zawierajgcych
jasmonidy i ich pochodne. W tym celu wykorzystano aparat Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, Wielka Brytania).

W celu prawidtowego pomiaru rozpraszania promieniowania na powierzchni czastek
badanej formulacji niezbedna jest znajomos¢ wspétczynnika refrakcji badanych produktow
[143]. Z tego wzgledu przed rozpoczeciem pomiaréw z wykorzystaniem aparatu Mastersizer
2000 zmierzono wspotczynnik refrakcji formulacji zawierajacych jasmonidy z wykorzystaniem
refraktometru Refracto 30 PX/GS (Mettler Toledo, Greifensee, Szwaijcaria).

Przed przystapieniem do pomiaru rozktadu wielkoSci czastek doktadnie zdyspergowano
0,1 g badanej probki w 800 mL wody destylowanej. Badania prowadzono w temperaturze
25°C przy predkos¢ mieszania 1500 obr./min. Badania przeprowadzono natychmiast po
otrzymaniu formulacji, jak réwniez po uptywie 70 dni przechowywania formulacji w réznych
warunkach temperaturowych. Po zakonczeniu kazdego pomiaru uruchomiono sonde
ultradzwigkowq (20 kHz) w celu "rozbicia" potencjalnie powstatych aglomeratéw i ponownie
zmierzono rozktad wielkosci czastek.
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Wyniki pomiardéw zostaty przedstawione w postaci nastepujacych wartosci procentowych:

© D(0,1) (um) - 10% rozktadu czastek znajduje sie ponizej tej wartosci,

® D(0,5) (um) - mediana rozktadu czastek (50% rozktadu czastek znajduje sie ponize; tej
warto$ci oraz 50% rozktadu czastek znajduje si¢ powyzej tej warto$ci),

© D(0,9) (um) - 90% rozktadu czastek znajduje sie ponizej tej wartosci.

Wyniki opisano réwniez za pomocg wartosci D(4,3) prezentujacej stosunek $redniej Srednicy
czastek do ich wielkoSci.

17.6. Badanie stabilnosci emulsji z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania
Swiatta

Badanie stabilnosci przygotowanych emulsji zawierajacych kwas jasmonowy i jego
pochodne zostato przeprowadzone z wykorzystaniem urzadzenia Turbiscan Lab Expert.
W celach pomiarowych umieszczono badane emulsje. Istotne jest, by emulsja wypetniata cele
pomiarowe do okoto % ich wysokoSci i nie zawierata pecherzykéw powietrza (rys. 31).
Tak przygotowang probke umieszczono w aparacie pomiarowym.

Rys. 31. Cele pomiarowe aparatu Turbiscan Lab Expert: pusta (A) i wypetiona badang
formulacjg (B).

Pomiary prowadzono w temperaturze 4 oraz 25°C (uwzgledniajac warunki przechowywania
otrzymanych formulacji) przez okres 70 dni. Przeprowadzono rowniez test przyspieszonego
starzenia AAT  (ang. accelerated aging test) preparatbw przechowywanych
w temperaturze 45 °C przez okres 14 dni. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci
krzywych zmian wstecznego rozproszenia Swiatta (probki nieprzejrzyste) w czasie oraz
w funkcji wysokosci celi pomiarowej (podanej w milimetrach). Dla kazdej badanej emulsji
obliczono takze wartos¢ parametru TSI (ang. Turbiscan Stability Index) sumujacego wszystkie
rodzaje niestabilno$ci danej probki. Obliczenia wykonano zgodnie z rdwnaniem (10):

_ |2 (xXgs) 2
TSI= 1T1BS' (10)

gdzie:

n- catkowita liczba pomiaréw,

Xi - Srednia warto$¢ wstecznego rozpraszania Swiatta w kazdej minucie pomiaru,
Xgs - Srednia wszystkich wartosci xi.
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17.7. Badanie wplywu dodatku jasmonidow na stabilnos¢ termiczng formulacji
z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej

W pracy zbadano réwniez wptyw dodatku jasmonidéw na stabilnos¢ termiczng otrzymanych
formulacji. W tym celu wykorzystano analize¢ termograwimetryczng. Badania przeprowadzono
z uzyciem TGA 1 STAR System (Mettler Toledo, Ohio, Stany Zjednoczone). Aparat ten jest
wyposazony w ultraczutg wage termograwimetryczng (termowage), na ktorej nalezy umiescic
badang probke (rys. 32). Wraz z kontrolowang zmiang temperatury w uktadzie pomiarowym
obserwuje sie¢ zmiane masy badanej probki, doktadnie rejestrowang przez termowage.
Temperatura, w ktdrej rozpoczyna sie rozktad zwigzkdéw stanowi miare stabilno$ci termicznej
badanej probki.

Do naczynia pomiarowego wprowadzono 3 mg badanej formulacji, a nastepnie naczynie
umieszczono na ultraczutej termowadze. Jako gaz ochronny wykorzystano wysokiej czysto$ci
azot. Temperatura poczatkowa oraz koficowa pomiaru wynosity odpowiednio 25 i 500°C,
natomiast przyrost temperatury wynosit 10°C/min. Pomiary wykonano podczas stazu
naukowego w UCLAN (Preston, Wielka Brytania).

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

17.8. Badanie kompatybilnosci koniugatéw i przygotowanych formulacji z wykorzystaniem
skaningowej kalorymetrii r6znicowej

W celu okre$lenia kompatybilno$ci krystalicznych koniugatow kwasu jasmonowego
i tetrapeptydu YPFF-NH, oraz YYKS-NH2 z innymi sktadnikami formulacji kosmetycznej,
odwazono 10 mg probkii zawierajacej dany koniugat w aluminiowym naczyniu. Nastepnie
zamknieto hermetycznie naczynie i umieszczono je w aparacie DSC Q200 (TA Instruments,
New Castle, Stany Zjednoczone) przedstawionym na rys. 33. W aparacie znajdowata sie takze
probka kontrolna (puste, hermetycznie zamknigte naczynie aluminiowe). Pomiary prwadzono
w zakresie temperatur od 1 (temperatura poczatkowa) do 100°C (temperatura koncowa)
ze stalym wzrostem temperatury 5°C/min. Szeroki zakres temperatur miat na celu zbadanie
kompatybilno$ci jasmonidéw i przygotowanych bazowych preparatow w ekstremalnych
warunkach przechowywania. Probke kontrolng i badang ogrzewano z takg sama predkoscig
w czasie trwania catego cyklu pomiarowego. Pomiary wykonano podczas stazu naukowego
w UCLAN (Preston, Wielka Brytania).
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Rys. 33. Skaningowy kalorymetr réznicowy DSC Q200 (TA Instruments). Zdjecie ze strony
producenta [366].

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

W ramach pracy doktorskiej opracowano metodyke jakosciowego i iloSciowego 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) wyposazony w automatyczny podajnik prébek
oraz detektor UV-Vis. Schemat blokowy wysokosprawnego chromatografu cieczowego zostat
przedstawiony na rys. 34.

Uktad wprowadzania probki m
[ (autosampler) ]_’| Kolumna |

Pompa ( o% eT o | Detgktor odpad
|
| Iy % |
— s
e Wy

Rys. 34. Schemat blokowy wysokosprawnego chromatografu cieczowego.

17.9.1. Dobér warunkéw analizy HPLC

W badaniach oznaczania jasmonidéw w przygotowanych preparatach z wykorzystaniem
metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej ustalono warunki pomiarowe, ktore
zostaly przedstawione w tabeli 11.
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Tabela 11. Warunki pomiarowe analizy formulacji zawierajacych jasmonidy metodg
wysokosprawnej chromatografii cieczowe.

PARAMETRY ANALIZY BADANYCH FORMULACJI METODA HPLC
Kolumna chromatograficzna Zorbax SB-C18 (250x4,6mm; 50 pm)
Gradientowa
(100—0% A, 0—100% B; 6%/min)
Faza A: woda+0,1%w/w TFA

Elucja

e Faza B: acetonitryl+0,1% wiw TFA
Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej 1,0 mL/min
Objeto$¢ dozowanych probek 10 uL
Detekcja UV-Vis

17.9.2. Sporzadzenie krzywych kalibracyjnych

W pracy przygotowano krzywe kalibracyjne dla wszystkich badanych zwigzkdw. W tym
celu sporzadzono roztwory wzorcowe kazdej analizowanej substancji poprzez
rozpuszczenie jej odpowiedniej ilosci (1, 2, 3, 4 oraz 5 mg) w 1 mL etanolu. Nastepnie
przesaczono otrzymane roztwory przez filtry strzykawkowe o $rednicy porow 0,45 um
i umieszczono je w szklanych fiolkach do analizy HPLC. Przygotowywanie krzywe;
kalibracyjnej byto jednoznaczne z ustaleniem czasu retencji oraz analitycznej dtugosci fali
(Amax) kazdej z badanych substancji (tabela 12). Parametr Amax Opisuje charakterystyczng
dtugosc¢ fali, przy ktérej absorbancja promieniowania przez dany zwigzek jest najwigksza.

Tabela 12. Analityczna dtugo$c¢ fali Amax badanych jasmonidéw.

BADANY ZWIAZEK ANALITYCZNA DLUGOSC FALI Auax (NM)
JA 292
MeJ 292
MeDHJ 290
JA-YPFF-NH; 279
JA-YYKS-NH; 279

17.9.3. Przygotowanie prébek do analizy HPLC

W celu oznaczenia jako$ciowego i iloSciowego jasmonidéw metodg HPLC odwazono
1 g badanej formulacji zawierajacej jasmonid. Nastepnie rozpuszczono nawazke preparatu
w 10 mL 96% etanolu. Uktad energicznie mieszano do momentu catkowitego
rozpuszczenia probki. Nastepnie przesaczono otrzymany roztwér przez filtry strzykawkowe
0 $rednicy poréw 0,45 pm. Z otrzymanego przesaczu odmierzono doktadnie 1 mL i
umieszczono go w szklanej fiolce do analizy HPLC. W celu oceny potencjalnego wptywu
podioza kosmetycznego na wyniki analizy, w analogiczny sposob przygotowano takze
probki przygotowanych baz kosmetycznych bez dodatku jasmonidow.

17.9.4. Walidacja metody analitycznej

Przed rozpoczeciem analizy HPLC przygotowanych preparatéw przeprowadzono
walidacje opisanej powyzej metody analitycznej. W celu okreslenia powtarzalnosci metody,
kazdg z przygotowanych probek poddano serii trzech pomiaréw, a nastepnie obliczono
odchylenie standardowe. Ponadto, w oparciu o obliczone wartosci wspdtczynnika korelaci
R? dla kazdej z krzywych kalibracyjnych zdeterminowano liniowo$¢ metody. Specyficzno$¢
metody zostata potwierdzona poprzez poréwnanie czaséw retencji pikow uzyskanych dla
badanych probek z czasami retencji wzorcow. Petna kalibracja powtarzana byta co
trzydzieSci nastrzykow. Wyznaczono réwniez parametry LOD i LOQ opracowanej metody
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analitycznej. LOD (ang. limit of determination) jest to najmniejsze stezenie (lub ilo$¢)
substancji, ktére mozna wykry¢ przy uzyciu danej metody analitycznej z okre$lonym
prawdopodobienstwem. Przyjmuje sie, ze warto$¢ LOD jest rowna trzykrotno$ci poziomu
szumow zarejestrowanych podczas analizy Slepej proby. Parametr LOQ (ang. limit of
quantification) oznacza z kolei najmniejsze stezenie (lub ilo$¢) substanciji, ktére mozna
loSciowo oznaczy¢ za pomocg danej procedury analitycznej przy uzyciu danej metody
analitycznej z okreslong dokfadnoscia i precyzja. Warto$¢ parametru LOQ jest najczescie;
okres$lana jako trzykrotna warto$¢ parametru LOD (LOQ = 3 LOD) [367].

17.9.5. Obliczenie zawartosci jasmonidéw w analizowanych prébkach

Obliczenie zawarto$ci jasmonidow w analizowanych prébkach przeprowadzono
w oparciu o funkcje liniowa wyznaczonych krzywych kalibracyjnych zgodng z réwnaniem
(11):

y=a+bx, (11)

gdzie:

a - wspodtrzedna punktu przecigcia z osiq Y,
b - wspotczynnik kierunkowy.

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

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

17.10.1. Dobér membrany dializacyjnej

W badaniach stosowano membrang wykonang z polimeru naturainego bedacego
specjalnym typem celulozy o nazwie Cuprophan. To ultracienka membrana o grubosci
7-17 um oraz wartosci obciecia 7-17 kDa. Duzg zaletq membrany Cuprophan jest mate
ryzyko perforacji ze wzgledu na wysokg sprezysto$¢ materiatu, z ktdrego wykonano
membrang. Na kilka godzin przed kazdorazowym rozpoczeciem analizy kondycjonowano
membrany w roztworze akceptorowym.

17.10.2. Preparatyka ptynu akceptorowego

Do badan kinetyki uwalniania jasmonidéw z przygotowanych formulacji wykorzystano
roztwér akceptorowy bedacy mieszaning 96% etanolu oraz buforu fosforanowego o pH
rownym 5,8 (35:65, v/v). W celu przygotowania buforu fosforanowego w szklanej zlewce
odwazono 32,5 g diwodorofosforanu(V) potasu (KH2POs) i rozpuszczono nawazke w
2000 mL wody demineralizowanej. W oddzielnym naczyniu rozpuszczono 8 g wodorotlenku
sodu (NaOH) w 2000 mL wody demineralizowanej. Bufor fosforanowy sporzadzono przez
potaczenie 1464 mL roztworu NaOH z przygotowanym wcze$niej roztworem KH2POa.
Po doktadnym zmieszaniu sktadnikéw buforu zmierzono jego warto$¢ pH, ktora wyniosta
5,8.

17.10.3. Przygotowanie prébek do badan

Odwazono 1 g otrzymanych formulacji zawierajacych kwas jasmonowy oraz jego
pochodne i nastepnie umieszczono je w 6 niezaleznych komorach ekstrakcyjnych (rys. 35).
Wygtadzono powierzchnie preparatu, a nastepnie natozono membrane dializacyjng
0 ksztalcie dopasowanym do komory ekstrakcyjnej. Catos¢ zabezpieczono nakretkg w celu
unieruchomienia preparatu i membrany. W analogiczny sposob przygotowano takze probke
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odniesienia formulacji, niezawierajgcq substancji aktywnej, w celu wyeliminowania
sygnatéw pochodzacych od bazy preparatu. Baza kosmetyczna powinna by¢ tak dobrana,
by nie uwalnia¢ Zzadnych substancji absorbujgcych promieniowanie w tym samym zakresie
fal, co badany jasmonid (tabela 12). Nalezy uwzgledni¢ fakt, Zze nawet niewielkie sygnaty
pochodzace od bazy majg znaczny wptyw na wyniki uwalniania, co nalezy wzig¢ pod
uwage wykonujac Slepg probe. Wszystkie elementy komory ekstrakcyjnej sg wykonane
z teflonu, ktory jest chemicznie bierny wzgledem badanych formulacii, jak réwniez roztworu
akceptorowego, w ktorym prowadzi sie badania.

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

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

Aparat dyfuzyjny 708-DS (Agilent Technologies, CA, Stany Zjednoczone) jest
wyposazony wiaznie wodng oraz termostat do utrzymywania statej temperatury wody
znajdujacej sie¢ w tazni (rys. 36). Zawiera takze ruchoma glowice, ktdrej elementem sg
mieszadta wykonane ze stali nierdzewnej opuszczane mechanicznie do 8 szklanych naczyn
0 pojemnosci 200 mL. Ruch obrotowy mieszadet w trakcie trwania pomiaru zapewnia
jednorodno$¢ medium na catej wysokosci naczynia. Dziatanie aparat dyfuzyjny zostato
zwalidowany mechanicznie (brak rozbiezno$ci potozenia mieszadet dla wszystkich o$miu
naczyn). Aparat dyfuzyjny jest skorelowany ze spektrofotometrem UV-Vis. llo$¢ uwolnione;
substancii jest obliczana w oparciu 0 pomiar zmian absorbancji w czasie zgodnie z prawem
Lamberta-Beera, przedstawionym w réwnaniu (12):

A=egx C x|,

gdzie:

A - absorbancja (j.u.),

¢ - molowy wspotczynnik absorpcii (L /mol x ¢cm),
C - stezenie (mol/L),

| - grubo$¢ warstwy absorbujacej (cm).

Przeptyw medium zawierajacego uwolniong substancje pomiedzy spektrofotometrem,
a szklanymi naczyniami zawierajacymi komory pomiarowe zapewnia pompa. Do 6 naczyn
wprowadzono ptyn akceptorowy oraz komory ekstrkacyjne z badanym preparatem.
Pozostate dwa naczynia wypetniono ptynem 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 jasmonidéw z przygotowanych preparatow.

PARAMETR POMIARU WARTOSC PARAMETRU
Temperatura tazni wodnej 32,3+0,5°C
Predkos¢ obrotowa topatek 100 obr./min
Czas trwania badania 24 godziny
Interwat czasowy pobleranlalprobek do analizy 30 minut
spektralnej

Procent uwolnienia substanciji z przygotowanych formulacji obliczono w oparciu o
nastepujace réwnanie (13):

o (P ) (MulmglPyy 1 (VpImLl
/ouwolnlenla—(A—w> (V—W) (D—W) (mp[mL]> 100% , (13)

gdzie:

A, - absorbancja prébki (j.u.),

Ay - absorbancja wzorca (j.u.),

mw - masa wzorca (mg),

V. - objetos¢ roztworu wzorcowego (mL),

Pw - czystos¢ wzorca,

Dw - rozcienczenie wzorca,

mp - masa substancji oznaczanej zawartej w prébce (mg),
V/, - objeto$¢ medium (mL).

ooo
ooo
ooo

| —
F—
[=—=|
[=—=

i
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2 s 4 s Spektrofotometr Di

Pompa —  yv.vis

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

17.10.5. Dopasowanie modelu kinetycznego do profilu uwalniania substancji aktywnych

Otrzymane wyniki badan zaprezentowano na wykresie przedstawiajacym procent
uwolnionej substancji aktywnej w funkcji czasu. Nastepnie przeprowadzono ocene
dopasowania wybranych modeli kinetycznych (0-go rzedu, I-go rzedu, Higuchiego oraz
Korsmeyera-Peppasa - paragraf 8.2) do otrzymanych profili uwalniania badanych
jasmonidéw. Stopien dopasowania modelu do krzywej uwalniania oceniono w oparciu
0 Wwyznaczony wspotczynnik korelacji R2. W tabeli 14 przedstawiono parametry
wspdtrzednych dla graficznej prezentacji kinetycznych modeli uwalniania substancii
aktywnych.
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Tabela 14. Graficzne parametry przestrzeni liniowej doprezentacii kinetycznych modeli
uwalniania substancji aktywnych [368].

MODEL KINETYCZNY 0SY 08 X
0-go rzedu llos¢ uwolnionej substancii (%) Czas (h)
1-go rzedu Logarytm z iloSci nieuwolnionej Czas (h)

substanciji (%)
Higuchiego llos¢ uwolnionej substancii (%) Czas"2 (h)
Logarytm z iloci uwolnionej

Korsmeyera-Peppasa substancjl (%)

Logarytm z czasu (h)

17.11. Badania in vivo efektywnosci dziatania przygotowanych formulacji zawierajacych
pochodne kwasu jasmonowego

W pracy zbadano takze efektywnos¢ dziatania przygotowanych formulacji zawierajacych
pochodne JA. Do badan in vivo wybrano nowo otrzymane koniugaty JA-YPFF-NH>
oraz JA-YYKS-NH,. Prace badawczg rozpoczeto po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej
(zat. 1). Badania przeprowadzono na grupie 30 probantek w przedziale wiekowym 25-60 lat.
Przed rozpoczeciem badan wszystkie probantki zostaty szczegdtowo poinformowane o celu
i przebiegu badan, a takze wyrazity pisemng zgode na udziat w badaniach (wzor - zat. 2).
Ponadto, kazda osoba biorgca udziat w badaniu otrzymata pisemng instrukcje stosowania
preparatdw (zat. 3) oraz ankiete, ktdrg probanci wypetnili po zakonczeniu badan (zat. 4).
Na podstawie wynikow ankiety okreslono stopiet zadowolenia probantdw z dziatania
pielegnacyjnego stosowanych preparatow.

Badane preparaty byly aplikowane przez probantki jeden raz na dobe przez okres 4 tygodni
na wystepujace w okolicy oczu zmarszczki mimiczne, tak zwane ,,kurze fapki” (zgodnie ze
schematem przedstawionym na rys. 37). W badaniach przeprowadzono réwniez $lepg probe
(baza zelu HEC) w celu wyeliminowania wptywu sktadnikéw bazy kosmetycznej na otrzymane
wyniki badan. W celu otrzymania wiarygodnych wynikow badane osoby nie stosowaty
we wskazanym obszarze skory zadnych innych preparatow pielegnacyjnych oraz leczniczych.

Lewa strona twarzy Prawa strona twarzy

ZelHEC + JA-YPFF-NH,

ZelHEC (placebo) T odlegtosé 1 cm

ZelHEC + JA-YYKS-NH,

Rys. 37. Schemat aplikacji badanych preparatow.

Przed przystapieniem do testow na zywym organizmie, oszacowano potencjalne szkodliwe
dziatanie badanych zwigzkéw na skore z wykorzystaniem aplikacji Toxtree. Nastepnie, w celu
oceny profilu dziatania oraz skuteczno$ci testowanych preparatow na skore probantek,
prowadzono badania zmian poziomu transepidermalnej utraty wody, elastyczno$ci oraz
nawilzenia skory przez okres trwania badan. W badaniu kazdego wspomnianego parametru
skory wykonano serie 10 pomiaréw, a wynik korcowy przedstawiono w postaci obliczonej
wartosci $redniej. Badanie te prowadzono w temperaturze 23+1°C oraz wilgotno$ci powietrza
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69+2%. Do badarn wykorzystano przedstawiony na rys. 38 zespdt sond MPA Courage
+ Khazaka electronic (GmbH, Cologne, Germany) ztozony z tewametru (Tewameter® TM 300),
kutometru (Cutometer® 580) oraz korneometru (Corneometer® CM 825). Zespdt sond jest
potaczony z komputerem, ktéry prezentuje otrzymane wyniki w postaci cyfrowe;.

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

Otrzymane wyniki badarn poziomu TEWL, nawilzenia oraz elastyczno$ci skory zostaty
poréwnane w obrebie grupy (analiza zmian wartosci badanego parametru po 1, 2, 3 oraz 4
tygodniach aplikacji tego samego preparatu) oraz pomiedzy grupami (analiza réznic warto$ci
danego parametru wskutek dziatania roznych formulacji po 1, 2, 3 oraz 4 tygodniach ich
aplikacji).

W celu dopasowania odpowiednich testow statystycznych do analizy otrzymanych wynikdéw
przeprowadzono test Shapiro-Wilka. Do analizy parametru nawilzenia oraz elastyczno$ci
w obrebie danej grupy wykorzystano analize wariancji ANOVA [369], podczas gdy do analizy
parametru TEWL wykorzystano test Friedmana [370,371]. Wspomniane testy pozwalajg
uzyska¢ ogoing informacje na temat wystepowania réznic statystycznie istotnych pomiedzy
wynikami w obrebie danej grupy. W celu wykazania szczegdtowych roznic w wynikach badan
w poszczegdlnych tygodniach ich trwania wykonano poréwnania wielokrotne, tzw. ,testy post
-hoc”. Do analizy nawilzenia i elastyczno$ci wybrano test Tukey’a, natomiast zmiany parametru
TEWL analizowano z wykorzystaniem testu wielokrotnych poréwnan $rednich rang dla
wszystkich préb (tzw. test Dunna). Podobnie, jak w przypadku poréwnywania wynikow
w obrebie grup, analize statystyczng Srednich wynikow nawilzenia oraz elastycznosci
pomiedzy grupami rozpoczeto od analizy wariancji ANOVA (test parametryczny), natomiast
analize statystyczng otrzymanych wynikéw pomiaréw TEWL rozpoczeto od przeprowadzenia
nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa. W celu poréwnywania wynikow w obrebie grup,
w dalszym toku analizy statystycznej przeprowadzono ,testy post-hoc” (nawilzenie
i elastycznos¢ — test Tukey'a, transepidermalna utrata wody - test Dunna), majace na celu
okreslenie, pomiedzy ktorymi grupami wystepujg wspomniane réznice. Testy statystyczne,
wykorzystane do analizy otrzymanych wynikéw badan zostaty wybrane w oparciu o dostepne
dane literaturowe [372,373,374].
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18. Badanie struktury otrzymanych pochodnych kwasu jasmonowego

Struktury otrzymanych dwéch pochodnych kwasu jasmonowego (koniugatéw JA-YPFF-NH, oraz
JA-YPFF-NH,) potwierdzono za pomoca nastepujacych metod spektroskopowych: ESI-MS, FTIR
oraz NMR.

18.1. Spektrometria mas ESI-MS

Teoretyczna masa czasteczkowa badanych koniugatéw (Myaverenie = 764 Da
oraz MyayvksnHe = 751 Da) zostata potwierdzona z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-MS.
Na rys. 39 przedstawiono otrzymane widmo MS koniugatu JA-YPFF-NH,. Na widmie
powstatym w dodatnim trybie jonizacji odnotowano uktad pikéw izotopowych. Pik o najwiekszej
intensywno$ci  nazywany jest pikiem monoizotopowym i pochodzi od jonu
pseudomolekularnego [M+H]* o warto$ci m/z réwnej 765,39 Da, powstatego w wyniku
protonowania czasteczki koniugatu gtownie przez najlzejszy z izotopédw wodoru - prot ('H).
Kolejne piki izotopowe sg przesuniete o m/z kolejnych izotopdw (gdzie m jest masq izotopu).
W zwigzku z powyzszym zaobserwowano pik pochodzacy od jonu zawierajgcego w swoim
skladzie przewage atoméw deuteru 2H (m/z = 766,39 Da) oraz trytu *H (m/z = 767,40 Da).
Ponadto, przy m/z 787,37 Da zaobserwowano takze sygnaty pochodzace od jonu [M+Nal*
powstatego w wyniku asocjacji kationu sodowego do czgsteczki JA-YPFF-NH>.

[ —STOF 15 06253 to 1 2720 min Trom Sample T (TuneSamplelD) of MT 2076072510583 wilf different calbrations (DuoSpray (11 Wax 5.1e5 cps
765,3891
5.0e5

4 0e5

3.0e5
89 3916 787,3705

TRERSTY, o

20e5
7843731
1.0e5 7873956

00 L, e J _

0 740 740 750 750 7rn 780 / 7% ahn a0 B B &40 &0
m/z,Da

Rys. 39. Widmo ESI-MS koniugatu JA-YPFF-NH,.

Na rys. 40 przedstawiono widmo MS koniugatu JA-YYKS-NH: prezentujace rozktad jondw
izotopowych protonowanej czasteczki zwigzku. Zaobserwowano pik monoizotopowy [M+H]*
o warto$ci m/z rownej 752,38 Da ('H) oraz piki izotopowe pochodzace od jonu zawierajacego
w swoim skladzie przewage atomow deuteru 2H (m/z = 753,38 Da) oraz trytu °H
(m/z = 754,39 Da).
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Rys. 40. Widmo ESI-MS koniugatu JA-YYKS-NH..

PODSUMOWUJAC, z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-MS potwierdzono teoretyczng
mase czasteczkowg otrzymanych koniugatéw. Dla obu badanych zwigzkéw zaprezentowano
widmo MS powstate w dodatnim trybie jonizaciji. Wartosci m/z pikéw obecnych na widmie danego
zwigzku byty zgodne z zaktadang masg kalkulowang w oparciu o jego strukture.

18.2. Spektroskopia FTIR

Za pomocg spektroskopii FTIR potwierdzono obecno$¢ charakterystycznych grup
funkcyjnych badanych koniugatow (JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH2). Na rys. 41
przedstawiono widmo absorpcyjne obu zwigzkow. Zaobserwowano obecno$¢ pasm absorpcji
w zakresie 3302-3297 cm!, pochodzacych od drgan rozciggajacych O-H grupy hydroksylowe;.
Stwierdzono réwniez obecnos¢ pasma 3028 cm-' pochodzacego od drgan rozciggajacych
=C-H. Pasma w zakresie 1727-1738 cm-' Swiadczg o obecnosci grupy karbonylowej C=0,
natomiast pasma w zakresie 1643-1653 cm, jak rowniez 3062-3070 cm' sg
charakterystyczne dla drgan rozciggajacych C-N. Na przedstawionych widmach mozna
zauwazy¢ réwniez obecno$¢ pasm w zakresie 1515-1518 cm' oraz 2935-2964 cm,
$wiadczacych odpowiednio o obecnosci wigzan C=C oraz C-H, obecnych w pierécieniach
aromatycznych. Ponadto, zidentyfikowano rowniez obecnos¢ pasm w zakresie 1192-1184 cm-!
pochodzacych od drgan zginajacych wigzania =C-H w ptaszczyznie, jak réwniez 719-721 cm,
pochodzacych od drgan zginajacych wigzania =C-H poza ptaszczyzne [375,376].
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Rys. 41. Widma FTIR koniugatéw JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH..

Liczba falowa (cm”

W tabeli 15 zestawiono potozenie charakterystycznych pasm absorpcji dla obu
analizowanych koniugatow.

Tabela 15. Potozenie charakterystycznych pasm absorpcji w podczerwieni dla koniugatow.

LICZBA FALOWA [CM'] RoDZzAJ WIAZANIA TYP DRGANIA
3302-3297 O-H Rozciggajace
3070-3062 C-N Rozciggajace

3028 =C-H Rozciggajace
2964-2935 C-H (aromatyczne) Rozciggajace
1738-1727 C=0 Rozciagajace
1653-1643 C-N Rozciggajace
1518-1515 C=C (aromatyczne) Rozciggajace
1192-1184 =C-H Zginajace (w ptaszczyznie)

719-721 =C-H Zginajace (poza ptaszczyzneg)

PODSUMOWUJAC, za pomocg  spektroskopii  FTIR  potwierdzono  obecnos¢
charakterystycznych  grup  funkcyjnych  badanych  koniugatow (JA-YPFF-NH, oraz
JA-YYKS-NH,). Przypisano réwniez typy drgan do kazdego zidentyfikowanego pasma na
widmie badanej substancji aktywne;j.

18.3. Spektroskopia NMR

W celu potwierdzenia teoretycznej struktury badanych jasmonidow wykorzystano
spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego. Ze wzgledu na dobrze poznang strukture
zwigzkoéw JA, MeJ oraz MeDHJ w pracy przeprowadzono analize widm jednowymiarowych
(1D) oraz dwuwymiarowych (2D) NMR wytacznie nowo zsyntetyzowanych pochodnych kwasu
jasmonowego - koniugatow JA-YPFF-NH: oraz JA-YYKS-NH.. Na rys. 42 przedstawiono wzory
strukturalne stereoizomeréw (-)-JA-YPFF-NH, oraz (+)-JA-YPFF-NH, wraz z numeracjg
atomow wegla i wodoru.
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Rys. 42. Wzory strukturalne stereoizomeréw (-)-JA-YPFF-NH; oraz (+)-JA-YPFF-NH;
wraz z numeracjg atoméw wegla i wodoru.

W oparciu 0 analize¢ widm 1D 3C NMR (zat. 5), 1D 'H NMR (zat. 6) oraz 2D 'H - 13C HSQC
(zat. 7) koniugatu kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydu YPFF przypisano poszczegoine
sygnaty do odpowiednich atoméw czasteczki koniugatu.

Stereoizomer 1

'H NMR (CDCls, 600 MHz): 5H 0,90 (3H, t, H-12), 129 (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 (CDCls, 600 MHz): 5C 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 (CDCls, 600 MHz): 5H 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), 753 (1H, s, H-48), 7,93 (1H, s, H47).

13C NMR (CDCls, 600 MHz): 5C 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 analiz¢ otrzymanego widma 1D oraz 2D C NMR koniugatu JA-YPFF-NH>
stwierdzono, ze potozenie sygnatéw w zakresie 171,22-220,30 ppm jest charakterystyczne dla
estrowej grupy karbonylowej (C=0), potozenie sygnatow w zakresie 155,81-171,22 ppm jest
charakterystyczne dla wigzan pojedynczych wegiel-tlen (C-O), natomiast potozenie sygnatow
w zakresie 115,70-136,18 ppm jest charakterystyczne dla wigzan pojedynczych
oraz podwaojnych wegiel-wegiel (C-C oraz C=C) w obrebie pierscieni aromatycznych.

Na rys. 43 przedstawiono wzory strukturaine stereoizomerow (-)-JA-YYKS-NH;
oraz (+)-JA-YYKS-NH. wraz z numeracjg atoméw wegla i wodoru. Nastepnie, w oparciu o
analize widma 1D 3C NMR (zat. 8), 1D 'H NMR (zat. 9) oraz 2D 'H - 8C HSQC (zat. 10)

badanego koniugatu przypisano poszczegdlne sygnaty do odpowiednich atoméw czasteczki
koniugatu.

(-}JA-YYKS-NH,
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Rys. 43. Wzory strukturalne stereoizomerdw (-)-JA-YYKS-NH; oraz (+)-JA-YYKS-NH;
wraz z numeracjq atomow wegla i wodoru.

Stereoizomer 1

1H NMR (CD30D, 600 MHz): 5+ 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), 537-543 (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).
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13C NMR (CD30D, 600 MHz): 3¢ 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),
4147 (C-35), 54,18 (C-7), 5543 (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

'H NMR (CD;OD, 600 MHz): &4 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 (CD30D, 600 MHz): 8¢ 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),
4152 (C-35), 54,27 (C-7), 5545 (C-31), 56,19 (C-37), 56,31 (C-13), 56,36 (C-22), 62,36
(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 analize widma 1D oraz 2D ®C NMR koniugatu JA-YYKS-NH; stwierdzono,
Ze potozenie sygnatow w zakresie 221,97-173,07 ppm jest charakterystyczne dla estrowej
grupy karbonylowej (C=0), potozenie sygnatbw w zakresie 157,40-162,78 ppm jest
charakterystyczne dla wigzan pojedynczych wegiel-tlen (C-O), natomiast potozenie sygnatow
w zakresie 116,32-131,46 ppm jest charakterystyczne dla wigzan podwojnych wegiel-wegiel
(C=C).

PODSUMOWUJAC, W niniejszej pracy doktorskiej potwierdzono teoretyczng strukture
badanych jasmonidéw z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego.
W oparciu o przedstawione wyniki analizy widm 'H NMR oraz 3C NMR badanych koniugatow
stwierdzono zgodno$¢ teoretycznej oraz rzeczywistej struktury czasteczki JA-YPFF-NH»
oraz JA-YYKS-NH..

19. Badanie zdolnos$ci antyoksydacyjnej kwasu jasmonowego i jego pochodnych z uzyciem
syntetycznego rodnika DPPH®

W pracy zbadano réwniez potencjat antyoksydacyjny kwasu jasmonowego i jego pochodnych.
Jak juz wczesniej wspomniano (paragraf 7.4) stosowanie preparatow pielegnacyjnych
zawierajgcych substancje o dziataniu antyoksydacyjnym ma istotne znaczenie w ochronie skory
przed dziataniem wolnych rodnikéw. Badania rozpoczeto od pomiaru absorbancji przygotowanego
roztworu wzorcowego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH®). Badania powtérzono
trzykrotnie i otrzymano nastepujace wartoéci absorbancji: 0,749, 0,752 oraz 0,751 j.u. Srednia
warto$¢ absorbancji (Ao) obliczona z trzech pomiaréw wynosita 0,751+0,001 j.u. Po zmieszaniu
roztworu DPPH* oraz roztworu wzorcowego badanego jasmonidu prowadzono pomiary zmian jego
absorbancji w czasie. Spadek absorbanciji roztworu wolnego rodnika jest spowodowany jego reakcjg
z badanym zwigzkiem i stanowi miare aktywnoSci przeciwrodnikowej substancji aktywnej. Im
wiekszy potencjat antyoksydacyjny danego zwigzku, tym wigkszy spadek absorbancji roztworu
DPPH?*, odzwierciedlajacy stopien 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 absorbanciji roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu wskutek
jego reakcji z kwasem jasmonowym i jego pochodnymi.

Zaobserwowano, ze najwiekszy spadek absorbancji roztworu DPPH® nastapit wskutek
reakcji wolnego rodnika z koniugatem JA-YYKS-NH,, natomiast najmniejszy - wskutek jego
reakcji z dihydrojasmonianem metylu. DPPH* jest stabilnym wolnym rodnikiem posiadajacym
niesparowany elektron na powtoce walencyjnej jednego z atoméw azotu, tworzacych mostek
azotowy. Fioletowe zabarwienie roztworu rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu znika wskutek
jego reakcji z czasteczka, ktéra moze byC donorem atomu wodoru. Woéwczas powstaje
zredukowana forma rodnika (DPPH) zgodnie z reakcjg (1):

R-OH + DPPH®* — R-O® + DPPH, (1), [377]
W celu lepszego zobrazowania otrzymanych wynikéw, obliczono procent wygaszania
wolnego rodnika DPPH przez badane jasmonidy. Wyniki przedstawiono na rys.45.
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Rys.45. Zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH® przez. badane kwas jasmonowy i jego
pochodne.

91



@ WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Potwierdzono, Ze najlepszg zdolno$¢ wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu
wykazuje JA-YYKS-NH, (60,65%). AktywnoS¢ przeciwrodnikowa koniugatow jest
determinowana m.in. przez rodzaj reszt aminokwasowych zawartych w strukturze [378].
Najwiekszg aktywno$cig antyoksydacyjng charakteryzujg sie peptydy zawierajace w swojej
strukturze czasteczke histydyny, tyrozyny oraz tryptofanu. Aminokwasy te wykazujg zdolno$¢
do fatwego odszczepiania wodoru, bedacego donorem elektronu w reakcji redukcji wolnego
rodnika. Wiekszos¢ peptydow wykazujacych aktywno$¢ antyoksydacyjng zawiera w swojej
budowie wyzej wymienione reszty aminokwasowe [378,379]. Koniugat JA-YYKS-NH, zawiera
w swojej strukturze dwie czasteczki L-tyrozyny nalezacej do grupy zwigzkéw fenolowych.
Zwigzki te wykazujg znaczacq aktywnos¢ przeciwrodnikowa wynikajacg z obecnosci ukfadu
sprzezonych wigzan podwojnych oraz grupy hydroksylowej -OH, stanowigcej donor atomu
wodoru w reakcji redukcji rodnika DPPH®. Nieco mniejszg zdolnoscig wygaszania rodnika
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu wykazat si¢ koniugat JA-YPFF-NH. (55,96%) zawierajacy
w swojej budowie tylko jedng czasteczke L-tyrozyny. W pracy obliczono réwniez zdolnosé
wygaszania rodnika DPPH* dla JA, MeJ oraz MeDHJ, ktéra wynosita odpowiednio 54,13%,
50,93% oraz 42,61%. Aktywnos¢ antyoksydacyjna kwasu jasmonowego jest prawdopodobnie
wynikiem obecnosci grupy karboksylowej, ktdra stanowi donor atomu wodoru w reakcji redukcji
rodnika. Grupa ta jest fatwo dostepna dla wolego rodnika, poniewaz czasteczka kwasu
jasmonowego nie jest zattoczona przestrzennie. Zdolno$¢ MeJ oraz MeDHJ do wygaszania
DPPH® jest mniejsza w poréwnaniu z kwasem jasmonowym. Jasmonian metylu oraz
dihydrojasmonian metylu majg posta¢ estrow JA, niezawierajgcych w czasteczce grupy
hydroksylowej. Ich zdolnos¢ antyoksydacyjna moze jednak wynikaC ze zjawiska tautomerii
keto-enolowej, ktoremu jasmonidy mogq ulega¢ w niewielkim stopniu [299,300]. Kwas
jasmonowy i jego pochodne majg posredni wptyw na antyoksydacyjne wtasciwo$ci ekstraktow
roslinnych, bowiem stymulujg produkcje zwigzkéw fenolowych w tkankach ro$liny
wystawionych na ich wzmozong ekspozycje. Malekpoor i in. [380] przeprowadzili badania
wptywu kwasu jasmonowego na stezenie zwigzkdw fenolowych, a tym samym potencjatu
antyoksydacyjnego ekstraktu z lisci bazylii Ocimum basilicum L. Szczytowe czesSci ro$liny
zraszano etanolowym roztworem kwasu jasmonowego przed rozpoczeciem procesu kwitnienia
oraz przez dwa tygodnie po jego zakonczeniu. Zaobserwowano wzrost stezenia zwigzkdw
fenolowych oraz zdolno$ci wygaszania rodnika DPPH® przez ekstrakt roslinny otrzymany z
bazylii zraszanej roztworem kwasu jasmonowego w poréwnaniu z bazylig zraszang roztworem
placebo (wodg) [380]. Podobne badania przeprowadzono dla jasmonianu metylu. Wang i in.
[381] dowiedli, Ze ekspozycja owocow woskownicy czerwonej (Morella rubra L.)
na dziatanie MeJ spowodowata wzrost zawartoSci zwigzkéw fenolowych oraz zdolno$ci
wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu przez ekstrakt otrzymany z badanego
materiatu ro$linnego. Dotychczas nie znaleziono w dostepnej literaturze danych na temat
bezposredniej aktywno$ci antyoksydacyjnej JA, MedJ oraz MeDHJ.

PODSUMOWUJAC, w oparciu o przeprowadzong analize potencjatu antyoksydacyjnego
jasmonidow i ich pochodnych z wykorzystaniem wolnego rodnika DPPH* zaobserwowano,
ze sposrod wszystkich badanych substancji aktywnych, koniugat JA-YYKS-NH, wykazat
najwieksza, a MeDHJ - najmniejszg aktywno$¢ antyoksydacyjng. Stwierdzono, ze zdolno$¢
wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu jest zwigzana z budowa czasteczki
substancji aktywnej, a zwlaszcza obecno$cig uktadu sprzezonych wigzan podwdjnych oraz
grupy hydroksylowej stanowigcej donor atomu wodoru w reakcji redukcji wolnego rodnika.

20. Charakterystyka fizykochemiczna otrzymanych formulac;ji
20.1. Ocena organoleptyczna

W pracy przeprowadzono ocene organoleptyczng przygotowanych formulacji. Stwierdzono,
Ze bazy kosmetyczne Emulsji 1, 2 oraz 3 cechowaly sie jednolita konsystencjg oraz biatg
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barwa. Preparaty te nie miaty wyczuwalnego zapachu. Identyczne obserwacje odnotowano dla
wyzej wspomnianych preparatéw zawierajgcych badane kwas jasmonowy i jego pochodne.
W oparciu o wyniki oceny organoleptycznej stwierdzono zgodno$¢ otrzymanych emuls;i
z Polskg Normg BN-77/ 6140-01 [115]. Ponadto, przeprowadzono ocene organoleptyczng zelu
PAA oraz HEC (bazy kosmetyczne oraz zele zawierajgce jasmonidy i ich podchodne).
Stwierdzono, ze wszystkie preparaty zelowe byly bezbarwne, klarowne i mialy przyjemny
zapach. Na rys. 46 przedstawiono zdjecia przygotowanych preparatow: Emulsja 1 (rys. 46A),
Emulsja 2 (rys. 46B), Emulsja 3 (rys. 46C), zel PAA (rys. 46D) oraz zel HEC (rys. 46E)
zawierajgcych koniugat JA-YPFF-NH>.
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Rys.46. Zdjecia przygotowanych preparatéw zawierajacych koniugat JA-YPFF-NH..

20.2. Okreslanie typu emulsji metoda mikroskopii optycznej

W pracy okreslono rdwniez typ otrzymanych emulsji kosmetycznych zawierajacych kwas
jasmonowy i jego pochodne. W tym celu wykorzystano mikroskopie optyczng. Badania
prowadzono tydzien po przygotowaniu formulacji, w temperaturze 25°C. Dla wszystkich
przygotowanych preparatéw zawierajacych poszczegdlne kwas jasmonowy i jego pochodne
otrzymano podobne obrazy mikroskopowe, w zwigzku z czym w niniejszej pracy doktorskiej
przedstawiono wytgcznie obrazy mikroskopowe emulsji zawierajgcych koniugat kwasu
jasmonowego i tetrapeptydu YPFF-NH,.

500 um 1S 4 500 pm . 500 um

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

Na rys. 47A przedstawiono Emulsje 1 zawierajaca koniugat JA-YPFF-NH,. Zaobserwowano
zabarwienie kropel fazy wodnej emulsji, w ktorej rozproszone sq niezabarwione krople fazy
ttuszczowej. Zabarwienie to pochodzi od barwnika (oranzu metylowego), wykorzystanego
w niniejszych badaniach. Potwierdzono zatem, ze badany preparat jest emulsjg typu o/w.
Na rys. 47B natomiast przedstawiono Emulsje 2 zawierajacg koniugat JA-YPFF-NH..
Zaobserwowano zabarwienie kropel fazy wodnej emulsji rozproszonej w niezabarwionej fazie
ttuszczowej. Potwierdzono wigc, ze badany preparat jest emulsjq typu w/o. Na rys. 47C
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przedstawiono Emulsije 3 + JA-YPFF-NH.. Analogicznie do Emulsji 1 zaobserwowano
zabarwienie kropel fazy wodnej, w ktorej rozproszone sg niezabarwione krople fazy
tluszczowej. Fakt ten potwierdza zatozenie, ze badany preparat jest emulsjg typu o/w.
W oparciu o przedstawione obrazy mikroskopowe stwierdzono, ze wszystkie przygotowane
emulsje miaty charakter makroemulsji, bowiem rozmiar ich czastek nie przekraczat 100 pm.
Stwierdzono lepszg dyspersje fazy wewnetrznej Emulsji 3, w poréwnaniu z Emulsjg 1 oraz 2.
Ponadto, odnotowano obecnos¢ nielicznych aglomeratéw czastek Emulsji 1 + JA-YPFF-NH;
oraz Emulsji 2 + JA-YPFF-NH>. Analogiczne obserwacje odnotowano dla pozostatych emulsji
zawierajgcych inne badane jasmonidy. Wielkos¢ czastek uktadata si¢ w nastepujacym szergu:
Emulsja 3 < Emulsja 1 < Emulsja 2.

20.3. Badanie lepkosci oraz wartosci pH otrzymanych formulacji

Lepko$¢ preparatu ma znaczacy wplyw m.in. na tatwo$¢ jego rozprowadzania na skérze
oraz ilo$¢ uwalnianej substancji aktywnej. W tabeli 16 przedstawiono wyniki badan lepkosci
oraz wartosci pH otrzymanych preparatéw (bazy kosmetyczne oraz formulacje zawierajace
kwas jasmonowy i jego pochodne).

Tabela 16. Warto$¢ pH oraz lepkos¢ otrzymanych formulaci.

FORMULACJA WARTOSC PH (-, £S.D.")  LEPKOSC (mPA x S, £S.D.")

Emulsja 1 6,50 £ 0,05 15000 £ 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 14900 £ 400
Emulsja 1 + JA-YPFF-NH; 6,49 + 0,06 14900 £ 500
Emulsja 1 + JA-YYKS-NH, 6,50 + 0,01 14900 £ 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-NH; 6,49+ 0,05 107 300 £ 200
Emulsja 2 + JA-YYKS-NH, 6,48 + 0,04 107 200 + 300
Emulsja 3 6,49 £ 0,05 25000 + 400
Emulsja 3 + JA 6,48 £ 0,05 25100 + 300
Emulsja 3 + MeJ 6,50 £ 0,04 25000 + 400
Emulsja 3 + MeDHJ 6,50 £ 0,04 25100 + 300
Emulsja 3 + JA-YPFF-NH, 6,49 £ 0,03 25100 + 300
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH, 6,49 £ 0,05 25000 + 400

Zel PAA 6,47 + 0,04 7500 + 200

Zel PAA + JA 6,46 £ 0,05 7500 + 100

Zel PAA + MeJ 6,48 + 0,06 7400 + 300

Zel PAA + MeDHJ 6,48 + 0,04 7500 + 100

Zel PAA + JA-YPFF-NH, 6,49 £+ 0,06 7500 + 200

Zel PAA + JA-YYKS-NH, 6,48 + 0,04 7 400 + 200

ZelHEC 6,49 £ 0,02 8100 £ 100

Zel HEC + JA 6,47 £ 0,05 8300 £ 100

Zel HEC + MeJ 6,48 £ 0,05 8200 £ 200

Zel HEC + MeDHJ 6,48 £ 0,04 8100 £ 200

Zel HEC + JA-YPFF-NH, 6,49 + 0,04 8100 £ 300

Zel HEC + JA-YYKS-NH;, 6,49 £ 0,03 8200 £ 100

'S.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe
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Na podstawie wynikdw badan lepkosci przygotowanych formulacji stwierdzono,
Ze najmniejszg lepko$ciq charakteryzowaly sie preparaty na bazie zelu PAA, natomiast
najwiekszg — preparat na bazie Emulsji 2. Zaobserwowano, ze lepko$¢ preparatu jest Scisle
zalezna od jego sktadu. Zele charakteryzowaly sie niskg lepkoscig ze wzgledu na duzg
zawartos¢ fazy wodnej, a w ich sktad nie wchodzity zadne komponenty tluszczowe. Mniejsza
lepkos¢ zelu PAA wynikata z nizszej zawarto$ci substancji konsystencjotwérczej (0,5% wiw
karbomeru kwasu akrylowego) w kompozycji produktu w poréwnaniu z zelem HEC (2,5% wiw
hydroksyetylocelulozy). Spo$rdd przygotowanych emulsji najmniejszq lepkoscig cechowata sie
Emulsja 1, zawierajaca w swojej kompozycji niewielkg (22,5% wiw) iloS¢ fazy ttuszczowej oraz
76,5% wiw wody. Przewaga fazy ttuszczowej (79% w/w) oraz niewielka zawartos¢ wody (20%
w/w) w kompozycji Emulsji 2 byta przyczyng jej duzej lepkosci. W oparciu o wyniki badan pH
otrzymanych preparatéw stwierdzono, ze dodatek jasmonidu lub ich pochodnych nie ma
znaczacego wptywu na pH formulacji. Ponadto, wartos¢ pH otrzymanych formulacji miescita sie
w zakresie wartosci pH zdrowej skéry (4,5-6,5), w zwigzku z tym otrzymane preparaty moga
by¢ potencjalnie wykorzystywane do aplikacji naskornych [382].

PODSUMOWUJAC, wszystkie przygotowane emulsje zawierajgce kwas jasmonowy i jego
pochodne cechowaly sie gtadka, jednolitg konsystencjq oraz biatg barwa. Preparaty na bazie
zelu PAA oraz zelu HEC byly natomiast bezbarwne i klarowne. W oparciu o zdjecia
mikroskopowe emulsji stwierdzono, ze rozmiar ich czastek nie przekracza 100 um, w zwigzku
z czym majg one charakter makroemulsji. Odnotowano takze, ze warto$¢ pH wszystkich
preparatow byfa zblizona do warto$ci pH zdrowej skory. Dodatek substancji aktywnej nie miat
istotnego wptywu na warto$¢ pH preparatéw. Stwierdzono, ze lepko$¢ przygotowanych
formulaciji jest determinowana przez zawarto$¢ wody w ich kompozycji, poniewaz niezaleznie
od dodatku jasmonidu, najmniejszgq lepkoScig charakteryzowat sie zel PAA, natomiast
najwiekszg - Emulsja 2.

20.4. Badanie kompatybilnosci pochodnych kwasu jasmonowego i przygotowanych
formulacji z wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii réznicowej

W celu okreslenia kompatybilnosci przygotowanych formulacji oraz krystalicznych
koniugatow JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH. wykorzystano skaningowg kalorymetrig
roznicowa. Na rys. 48 przedstawiono krzywe DSC badanych koniugatow. Kazda krzywa
posiada pik, ktérego maksimum odpowiada temperaturze topnienia badanego zwigzku.
Zaobserwowano, ze temperatury topnienia JA-YPFF-NHy oraz JA-YYKS-NH, wynoszg
odpowiednio 52,5 oraz 44,1°C. Na przedstawionych krzywych nie zaobserwowano zadnych
dodatkowych pikow, co $wiadczy o duzej czystosci obu zwigzkéw. Obliczono takze entalpie
topnienia badanych koniugatéw, ktéra wynosita odpowiednio 14,97 J/g dla JA-YPFF-NH. oraz
5,12 J/g dla JA- YYKS-NH; (procesy endotermiczne).
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Rys. 48. Krzywe DSC koniugatow kwasu jasmonowego i tetrapeptydu YPFF-NH
oraz YYKS-NH.

Nastepnie przeprowadzono analize kompatybilnoSci koniugatow oraz przygotowanych
formulacji. Wynik pomiaru metodg skaningowej kalorymetrii réznicowej zostat przedstawiony
w postaci zalezno$Sci zmierzonego sygnatu kalorymetrycznego wyrazonego w jednostkach
mocy mW od temperatury. Na rys. 49 zestawiono krzywe DSC dla JA-YPFF-NH; oraz Zelu
PAA (baza kosmetyczna oraz formulacja zawierajaca koniugat). Stwierdzono brak obecnosci
piku pochodzacego od koniugatu na krzywej DSC formulacji zel PAA + JA-YPFF-NH..
Oznacza to, ze substancja aktywna jest dobrze rozpuszczalna w badanej formulacji. Ponadto,
nie zaobserwowano wptywu dodatku koniugatu na przebieg krzywej DSC, a co za tym idzie
na stabilno$¢ bazy kosmetycznej
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Rys. 49. Krzywe DSC JA-YPFF-NH,, Zelu PAA oraz Zelu PAA zawierajacego badany koniugat.

Na rys. 50 zestawiono krzywe DSC dla JA-YYKS-NH; oraz zelu PAA (baza kosmetyczna
oraz formulacja zawierajaca badany koniugat). Podobnie, jak w przypadku koniugatu JA oraz
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tetrapeptydu YPFF-NH, stwierdzono brak obecnosci piku pochodzacego od koniugatu
na krzywej DSC formulacji zel PAA + JA-YYKS-NH,. Ponadto, nie zaobserwowano wptywu
dodatku koniugatu na przebieg krzywej DSC. Oznacza to, ze analizowana substancja aktywna
jest kompatybilna z badang formulacja, poniewaz jest w niej dobrze rozpuszczalna
i nie powoduije jej destabilizacii.
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Rys. 50. Krzywe DSC JA-YYKS-NH,, Zelu PAA oraz zelu PAA zawierajacego badany
koniugat.

Przeprowadzono réwniez badania  kompatybilnoSci  analizowanych  koniugatow
z pozostatymi formulacjami (Emulsja 1, 2, 3 oraz zel HEC). Podobnie, jak w przypadku zelu
PAA, stwierdzono dobrg rozpuszczalno$¢ krystalicznych koniugatow w Emulsji 2, 3 (rys. 51)
oraz zelu HEC, jak réwniez brak zmian w przebiegu krzywej DSC bazy kosmetycznej wskutek
addyciji substancji aktywnej. W przypadku Emulsji 1 + JA-YPFF-NH2 zaobserwowano obecnosé
niewielkiego piku pochodzacego od niecatkowicie rozpuszczonego koniugatu na krzywej
badanej formulacii (rys. 52). Nie odnotowano natomiast takiego piku na krzywej Emulsji 1 bez
dodatku koniugatu. Podobne obserwacje odnotowano w przypadku Emulsji 1 + JA-YYKS-NHa.
WhioskowaC mozna zatem, Ze krystaliczne koniugaty rozpuszczajq sie nieco gorzej w Emuls;ji
1, niz w pozostatych preparatach. Jest to spowodowane lipofilowoscig koniugatéw oraz duzg
zawarto$cig fazy wodnej. Pomimo duzej zawartosci wody, zele zawierajg w swoim sktadzie
takze alkohole (izopropanol w Zelu PAA oraz gliceryna w zelu HEC), ktdre sg dobrymi
rozpuszczalnikami badanych substancii.
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Rys. 51. Krzywe DSC koniugatu JA-YPFF-NH,, Emulsji 3 oraz Emulsji 3 zawierajacej badany
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Rys. 52. Krzywe DSC JA-YPFF-NH,, Emulsji 1 oraz Emulsji 1 zawierajacej badany koniugat.

PODSUMOWUJAC, zbadano kompatybilno$¢ krystalicznych koniugatéw ze wszystkimi
przygotowanymi preparatami. Stwierdzono, ze badane koniugaty sg najmniej kompatybilne z
Emulsjg 1, poniewaz odnotowano obecno$¢ niewielkiego piku pochodzacego od niecatkowicie
rozpuszczonych krysztatéw substancji, na krzywych DSC Emulsji 1 + JA-YPFF-NH, oraz
Emulsji 1 + JA-YYKS-NH2. Na krzywych Emulsji 2, 3, Zelu PAA oraz HEC nie odnotowano
natomiast piku wskazujgacego na obecno$¢ nierozpuszczonych krysztatow koniugatow. Wyniki
analizy DSC badanych substancji aktywnych potwierdzity ich wysokg czystosc.
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20.5. Badanie rozkladu wielkosci czastek formulacji z wykorzystaniem techniki dyfrakcji
laserowej

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki analizy rozktadu wielko$ci czastek
(ang. Particle-size distribution, PSD) przygotowanych formulacji zawierajacych kwas
jasmonowy i jego pochodne. Na rys. 53 przedstawiono przyktadowe krzywe rozktadu wielko$ci
czastek formulacji zawierajgcych koniugat JA-YPFF-NH,, otrzymane w wyniku analizy prébek
zaraz po ich przygotowaniu. Stwierdzono, ze rozktad wielkosci czastek formulacji zalezy
przede wszystkim od jej kompozycji. Zaobserwowano, ze Emulsja 1 + JA-YPFF-NH;
charakteryzowata sie obecnoscig najmniejszych czastek (mieszczacych sie w przedziale od 0,1
do 5,0 um) sposrdéd wszystkich przygotowanych formulacji. Bimodalny rozktad wielko$ci
czastek tejze formulacji cechuje sie obecnoscig dominujgcego piku odpowiadajgcego czastkom
w Srednim rozmiarze okoto 0,4 pm. Spo$rdd wszystkich przygotowanych emulsji, Emulsja 2 +
JA-YPFF-NH, cechowata sie natomiast wystepowaniem najwigkszych czastek w rozmiarze od
0,8 do 120 um, a rozktad wielkosci jej czastek ma charakter bimodalny. W PSD tejze formulacji
odnotowano obecnos¢ dominujacego piku, odpowiadajacego czastkom o Srednim rozmiarze
ok. 100 um. Zaobserwowano takze, ze rozktad wielkosci czastek Emulsji 3, zawierajgcej JA-
YPFF-NH2, ma charakter monomodalny, charakteryzujgcy sie wystepowaniem piku
$wiadczacego o obecno$ci czastek w rozmiarze 0,1-50 um, z przewagq czastek o $rednim
rozmiarze 1,5 um. W niniejszej pracy przeprowadzono réwniez analize PSD Zelu PAA oraz
zelu HEC, zawierajacych badane kwas jasmonowy i jego pochodne. Stwierdzono, ze krzywa
rozktadu wielkosci czastek zelu HEC + JA-YPFF-NH, miata charakter monomodalny,
a wielkosci czastek tego preparatu mieszcza sie w zakresie od 10 do 500 um. Zel HEC
charakteryzuje sie obecnoscig duzych czastek ze wzgledu na obecno$¢ polimeru
(hydroksyetylocelulozy) w swojej kompozycji [383]. Podobne obserwacje odnotowano dla Zelu
PAA zawierajacego w swoim sktadzie koniugat JA-YPFF-NH,. Rozktad wielkosci czastek tejze
formulacji ma posta¢ pojedynczego piku, $wiadczacego o obecnosci czastek w rozmiarze 20-
200 um. Analogiczne obserwacje odnotowano dla wszystkich formulacji zawierajgcych
pozostate jasmonidy (JA, MeJ, MeDHJ oraz JA-YYKS-NH2), w zwigzku, z czym stwierdzono,
ze rodzaj dodanego jasmonidu nie ma znaczacego wptywu na rozktad wielkoSci czastek
przygotowanych preparatow.

Objetosc (%)

T 00 1000
Rozkfad wielko$ci czagstek (um)

== Emulsja 1 + JA-YPFF-NH,
= Emulsja 2 + JA-YPFF-NH,
== Emulsja 3 + JA-YPFF-NH,
= 76| PAA + JA-YPFF-NH,
e 76| HEC + JA-YPFF-NH,

Rys. 53. Rozktady wielkoSci czastek formulacji zawierajacych koniugat JA-YYKS-NH2
otrzymane po ich przygotowaniu.
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Badania PSD przeprowadzono takze po 70 dniach ich przechowywania w temperaturze 4
oraz 25°C, jak rowniez po 14 dniach przechowywania w temperaturze 45°C w celu oceny
wplywu warunkdw przechowywania formulacji na ich stabilno$¢ w czasie. Jak juz wcze$niej
wspomniano, wzrost wielkoSci czastek preparatow w czasie jest zwigzany z tworzeniem sie
aglomeratow, co wskazuje na wystepowanie zjawisk destabilizacji probki [384]. W tabeli 17
zaprezentowano wyniki analizy rozktadu wielkoSci czastek przygotowanych formulacji,
zawierajgcych kwas jasmonowy i jego pochodne. Wyniki analizy zmian PSD formulacii
w czasie opisano za pomocg wartosci D(4,3), prezentujacej stosunek Sredniej srednicy czastek
do ich wielkoSci. Nalezy wspomnie¢, ze wysokie wartosci parametru D(4,3) Swiadczg
0 wystepowaniu wigcej, niz jednego rodzaju destabilizacji probki [385].

W oparciu o zmiany rozktadu wielkosci czastek preparatow na bazie Emulsji 2 stwierdzono,
Ze niezaleznie od rodzaju dodanego jasmonidu, najwigksze zmiany wartosci parametru D(4,3)
nastapity dla probek przechowywanych w temperaturze 25 °C przez 70 dni. Wartosci
parametru D(4,3) mieszczg sie w przedziale od 62,498+1,505 (Emulsja 2 + Mel)
do 84,221+3,441 pm (Emulsja 2 + MeDHJ) i wskazujg na wystepowanie zjawiska aglomeracji
czastek tychze formulacji. Jest to prawdopodobnie zwigzane z wysokg lepko$cig Emulsji 2
(powyzej 107 000 mPa x s), ktora ulega obnizeniu wraz z podwyzszeniem temperatury.
Mniejsza lepkoSC preparatu zwigksza bowiem prawdopodobieristwo wystgpienia ruchdw
czasteczek destabilizujgcych probke. Potwierdzeniem tego zatozenia moze by¢ fakt,
ze warto$¢ parametru D(4,3) dla tej samej formulacji nie przekracza poziomu 44,270+1,872
pm (Emulsja 2 + MeDHJ) podczas jej przechowywania w temperaturze 4 °C przez 70 dni.

Otrzymane wartosci parametru D(4,3) dla preparatdbw na bazie Emulsji 2 poréwnano
z warto$ciami mediany rozktadu czastek D(0,5). Zaobserwowano, ze niezaleznie od rodzaju
dodanej substancji aktywnej, najwigksze zmiany warto$ci mediany nastgpity podczas
przechowywania probek w temperaturze 25 °C. Wartosci parametru D(0,5) mieScity sie
bowiem w przedziale od 49,070£2,026 (Emulsja 2 + MeJ) do 93,539+4,299 pm (Emulsja 2
+ MeDHJ). Otrzymane wyniki analizy mediany rozktadu czastek sg zgodne z wynikami analizy
parametru D(4,3).

W pracy nie przedstawiono wynikow zmian rozktadu wielkosci czastek Zadnego
z preparatéw na bazie Emulsji 2 zawierajacych jasmonidy, przechowywanych w temperaturze
45°C, bowiem ulegty one rozwarstwieniu (ztlamaniu emulsji) juz po uptywie doby od ich
przechowywania w temperaturze 45°C (rys. 54). Jest to prawdopodobnie spowodowane
wysokg zawartoscig fazy tluszczowej (79 % wiw) w kompozycji tejze formulacji. Jak
powszechnie wiadomo, substancje tluszczowe ulegajg uptynnieniu wraz ze wzrostem
temperatury. Uptynnienie fazy ttuszczowej preparatéw na bazie Emulsji 2 spowodowato
zniszczenie struktury emulsji i jej ztamanie. Co wiecej, wzrost ptynnosci komponentéw
lipidowych przyczynia sie do obnizenia lepkosci formulacii, co stanowi jedng z najwazniejszych
przyczyn jej destabilizacji [386].

Rys. 54. Cela pomiarowa zawierajgca rozwarstwiong Emulsje 2 + JA-YPFF-NH..
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W oparciu 0 zmiany rozktadu wielkoSci czastek preparatow na bazie Emulsji 1 stwierdzono,
Ze niezaleznie od rodzaju dodanego jasmonidu, najwigksze zmiany warto$ci parametru D(4,3)
nastapity podczas przechowywania prébek w temperaturze 45°C przez 14 dni. WartoSci
parametru D(4,3) mieszczg sie w przedziale od 17,451+0,641 (Emulsja 1 + MeJ)
do 33,21240,070 pm (Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2). Otrzymane warto$ci parametru D(4,3) dla
preparatdw na bazie Emulsji 1 pordwnano z wartosciami mediany rozktadu czastek D(0,5).
Zaobserwowano, ze niezaleznie od rodzaju dodanej substancji aktywnej, najwigksze zmiany
warto$ci mediany nastapity podczas przechowywania probek w temperaturze 45 °C. WartoSci
parametru D(0,5) mieScity sie bowiem w przedziale od 1,271£0,005 (Emulsja 1 + MeJ)
do 22,943+1,183 um (Emulsja 1 + JA-YPFF-NH>). Otrzymane wyniki analizy mediany rozktadu
czastek sg zgodne z wynikami analizy parametru D(4,3) i wskazujg na proces tworzenia si¢
aglomeratéw czastek emulsji przechowywanych w temperaturze 45 °C.

W celu potwierdzenia wystepowania zjawiska aglomeracji czastek preparatow na bazie
Emulsji 1 i 2, przeprowadzono ich analize z wykorzystaniem sondy, emitujgcej ultradzwieki
o0 czestotliwosci 20 kHz. Wykorzystanie ultradzwigkéw do redukcji rozmiaréw aglomeratéw
czastek emulsji zostato juz opisane w literaturze naukowej [387,388]. Na rys. 55 przedstawiono
wplyw dziatania ultradzwigkdw na rozktad wielkosci czastek Emulsji 2 zawierajgce;
JA-YPFF-NH; oraz przechowywane w temperaturze 25°C przez 70 dni.

Emulsia 2 + JA-YPFF-NH,
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=== 70 dni inkubacji w 25 °C, bez uzycia ultradzwiekow
=== 70 dni inkubacji w 25 °C, z uzyciem ultradzwigkow (20 kHz)

Rys. 55. Wptyw dziatania ultradzwigkéw na rozktad wielkosci czastek Emulsji 2
+ JA-YPFF-NH>, przechowywanej w temperaturze 25°C przez 70 dni.

Zaobserwowano, ze dziatanie ultradzwiekow na zdyspergowang probke spowodowato
przesunigcie sie profilu rozktadu wielkosci czastek badanej formulacji w kierunku czastek
0 mniejszych rozmiarach. Powstata krzywa PSD ma charakter multimodalny i $wiadczy
0 wystepowaniu czastek, mieszczacych sie w zakresie od 0,1 do 90 ym. Na prezentowanej
krzywej odnotowano obecnos¢ dwdch dominujacych pikdw, odpowiadajacych czasteczkom
w $rednim rozmiarze okoto 0,4 pm oraz 20 um. Otrzymane krzywe PSD sg zgodne z wynikami
analizy zmian parametru D(4,3) i dowodzg, ze w wyniku przechowywania Emulsji 2
+ JA-YPFF-NH2 w 25°C przez 70 dni wystepuje zjawisko aglomeracji czastek tejze formulaciji.
Podobne obserwacje odnotowano dla pozostatych preparatéw na bazie Emulsji 2. Na rys. 56
przedstawiono z kolei wptyw dziatania ultradzwiekdw na rozktad wielko$ci czastek Emulsji 1
zawierajacej JA-YPFF-NH; oraz przechowywanej w temperaturze 45°C przez czas 14 dni.
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Emulsja 1 + JA-YPFF-NH,

Objetost (%)
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Rozktad wielkosci czastek (um)

=== 14 dni inkubacji w 45 °C, bez uzycia ultradzwiekow
=== 14 dni inkubacji w 45 °C, z uzyciem ultradzwigkow (20 kHz)

Rys. 56. Wptyw dziatania ultradzwiekdw na rozkiad wielko$ci czastek Emulsji 1
+ JA-YPFF-NH; przechowywanej w temperaturze 45°C przez czas 14 dni.

Podobnie, jak w przypadku Emulsji 2, zaobserwowano przesuniecie sie krzywej rozktadu
wielkoSci czastek badanej formulacji w kierunku czastek o mniejszych rozmiarach wskutek
dziatania ultradzwigkdw. Powstata krzywa PSD ma charakter bimodalny, identyczny
z rozktadem otrzymanym w wyniku analizy prébki zaraz po jej przygotowaniu. Przechowywanie
Emulsji 1 + JA-YPFF-NH, w temperaturze 45 °C przez czas 14 dni powoduje powstawanie
aglomeratéw czastek, widocznych w postaci piku 0 maksimum przy warto$ci 87,457+1,001 pm.
Wspomniany pik znika wskutek dziatania ultradzwigkéw na zdyspergowang probke. Otrzymane
krzywe PSD sg zgodne z wynikami analizy zmian parametru D(4,3) i dowodzg, ze w wyniku
przechowywania Emulsji 1+ JA-YPFF-NH, w 45 °C przez 14 dni wystepuje zjawisko
aglomeracji czastek tejze formulacji. Analogicznie obserwacje odnotowano dla pozostatych
preparatow na bazie Emulsji 1.

Najmniejszg zmiane warto$ci parametru D(4,3) w pordwnaniu z wynikami otrzymanymi po
przygotowaniu preparatéw, zaobserwowano dla Emulsji 3 przechowywanej w temperaturze
4°C przez 70 dni. Odnotowano, ze warto$ci analizowanego parametru mieszczg si¢ w
przedziale od 2,052+0,013 (Emulsja 3 + MeDHJ) do 2,948+1,151 um (Emulsja 3 + JA), w
zwigzku z czym nie stwierdzono wystepowania zjawiska aglomeracji czastek. Stwierdzono
rowniez, ze wartosci te nie roznig sie znacznie od tych odnotowanych dla preparatéw
przechowywanych w temperaturze 25 °C przez 70 dni. Dowodzi to wysokiej stabilnosci Emulsji
3 we wspomnianych warunkach przechowywania. Najwieksze zmiany parametru D(4,3)
odnotowano w przypadku preparatow przechowywanych w temperaturze 45°C. Wartosci te
mieszczg sie w przedziale od 9,566+0,007 (Emulsja 3 + JA-YYKS-NH,) do 35,205+1,871 um
(Emulsja 3 + MeDHJ). Stwierdzono zatem, ze preparaty na bazie Emulsji 3 przechowywane w
temperaturze 45°C sg mniej stabilne w pordwnaniu z tymi samymi formulacjami,
przechowywanymi w temperaturze 4 oraz 25°C. Otrzymane wartosci parametru D(4,3) dla
preparatéw na bazie Emulsji 3 sg zgodne z warto$ciami mediany rozktadu czastek D(0,5).

Stwierdzono, Ze preparaty na bazie hydrozelu HEC charakteryzujq sie najwiekszymi
wartoSciami  parametru  D(4,3) sposréd  wszystkich  przygotowanych  preparatow.
Zaobserwowano jednak, ze niezaleznie od rodzaju dodanej substancji aktywnej, parametr ten
niemalze nie ulegt zmianie w czasie przechowywania probek przez 70 dni, zaréwno
w temperaturze 4, jak rowniez 25°C. Jako przykfad poda¢ mozna zel HEC z dodatkiem kwasu
jasmonowego, dla ktérego wartosci parametru D(4,3) wynoszg 144,243+0,764 pm
(po przygotowaniu probki), 148,894+1,127 um (po 70 dniach w 4 °C) oraz 147,725+2,244 ym
(po 70 dniach w 25°C). Podobne obserwacje odnotowano dla preparatéow na bazie zelu PAA.
Przyktadowo, wartosci parametru D(4,3) dla zelu PAA z dodatkiem kwasu jasmonowego
wynoszg 62,697+0,454 um (po przygotowaniu prébki), 62,915+1,106 um (po 70 dniach w
4°C) oraz 63,24740,939 pum (po 70 dniach w 25°C). Otrzymane warto$ci parametru D(4,3)
dla preparatéw na bazie zelu HEC oraz PAA sg zgodne z warto$ciami mediany rozktadu
czastek D(0,5). Duza stabilno$¢ hydrozeli podczas ich przechowywania w réznych warunkach

102



@ WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

temperatury jest zwigzana z ich kompozycja. Tego typu preparaty nie sg uktadami
emulsyjnymi, ktérych destabilizacja nastepuje m.in. w wyniku napiecia powierzchniowego na
granicy niemieszajacych sie faz uktadu. Ponadto, kopolimery HEC i PAA tworzg strukture sieci
przestrzennej, ktora utrudnia swobodne przemieszczanie sie czasteczek fazy rozpraszajacej
[389]. W pracy nie prowadzono przyspieszonych testow starzenia dla hydrozeli, bowiem juz
po 24 godzinach ich przechowywania w temperaturze 45 °C odnotowano niemalze catkowite
uptynnienie preparatow. Byt to prawdopodobnie wynik zniszczenia sieci polimerowej przez
dziatanie wysokiej temperatury.

Tabela 17. Wyniki analizy' rozktadu wielko$ci czastek przygotowanych preparatow
zawierajgcych kwas jasmonowy i jego pochodne, przeprowadzonej po przygotowaniu probki
(A), po 70 dniach przechowywania w temperaturze 4°C(B) oraz 25°C (C) oraz po 14 dniach
przechowywania w temperaturze 45°C (D), cze$¢ |.

PREPARAT D (0,1) um D (0,5) um D (0,9) um D(4,3) pm
A 016720002 0346+0,005  1393+0011 0,577 +0,007
Eisgn B 01690001 0353£0004  1453x0014 06120007
C 0169£0001 0353+0004  1376£0,011 3,586+ 0,006
D 0543+£0,011 21655+0967 93,568+0465 35021 0,350
A 367210044 15440+0303 656900214 26,040 £ 0,187
Ep4yn B 422830228 136000665 6367746991 30,075 1,580
C 8637+1225 65498+8,161 18500799073 82298 + 6,616
D - - - -
A 0931£0004 202740008  3979£0,007 2,547 £ 0,006
c3.5n B 087320080 20570023 41350014  2948+1,151
C 092740034 2078+0,005  4058+0316 3,667 +0,799
D 0387+0019 2204+0014  9733+1728 9,927 + 1,331
A 49535+1105 55847 +£2,031 105653+ 1144 62,697 + 0,454
ZelPAA B 50,002+0667 55122+0872 105675+2250 62,915+ 1,106
+JA  C 50,867+1995 54,809+1117 106,024 £0,991 63,247 £ 0,939
D - - - -
A 52749+2967 139458+ 1237 245483+0978 144,243 + 0,764
ZelHEC B 53231+£1,156 1452433665 247,143 +£2754 148,894 + 1,127
+JA C 5295540734 1438662210 246,997 £3311 147,725+ 2,244
D - - - -
A 0,156+0,000 0287£0000  1029+0002 0454 0,001
Elemey B 016420001 03560004 154120009 0647006
C 016220001 0364£0003  1914+005 2735+ 0,482
D 0162+0004 1271£0005  30,228+0,798 17,451 + 0,641
A 910540085 38156+0151  81,798+0495 41,972 + 0,207
EoiMey B 70380207 2670841178 108,0727+3938 44,270+ 1,872
C 8024+0400 49070+£2,026 138,284+2357 62,498 + 1,505
D - - - -
A 0834+0057 19720009  4126£0226  2,482+0,185
E3ile) B 088820032 17610008 33370077  2066:0,002
C 095740002 192740003  3374+0003  2,373+0,014
D 0362+0083 2022+£0,046 136226+ 3741 26,851+ 1975
A 47036+00902 54667+1,144 106,112+3015 61,557 2,334
ZelPAA B 49,133+1175 55004%1213 106245+ 1506 61,952 + 177
+MeJ C 498822021 54994+0799 106,873+1341 62,275+ 1,639
D
A 52104 +0,887 138,688+ 1,008 242,877 +1768 145349 + 1,454
ZelHEC B 52,953+£2,066 144,991+2425 246324 £2,034 149,204 + 1,621
+MeJ C 53056+1154 143256+1,160 247,212+2351 148,005 + 0,794
D - - - -
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Tabela 17, czes¢ II.

PREPARAT D (0,1) ym D (0,5) ym D (0,9) ym D(4,3) um
A 0,160 £ 0,001 0,306 + 0,001 0,838 + 0,002 0,446 + 0,001
E1 B 0,171 £ 0,001 0,379 £ 0,002 1,608 £ 0,005 0,684 + 0,003
+ MeDHJ 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
A 610710231 38,047 +1310 107,092+4,119 43,843+ 1,083
E2 B 9,055+0,123 26,664+0,128  130,615+3,24 55,601 + 1,560
+ MeDHJ C 10,501+0,373 93,539+4,299 178,185+5419 84,221 + 3,441
D - - - -
A 0438+0,018 1,832 £ 0,012 3,741 £ 0,009 2,34 +£0,012
E3 B 0,819+0,023 1,904 £ 0,010 3,493 + 0,007 2,052 +£0,013
+ MeDHJ 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+2916 35,205 + 1,871
A 48216+1512 53271+2455 105978 2556 63,237 £ 2,354
Zel PAA + B 49,005+0,795 53,994+2261 106,014+3,006 63,052 + 1,965
MeDHJ C 49,638+3,004 54,005+1,329 106,272+1,491 63,204 £ 3,002
D - - - -
A 53241+0,887 138,688+ 1,008 242,877 +1,768 143,349 + 1,454
Zel HEC + B 52,998 +2,066 144,991+2425 246,324 +2,034 149,204 + 1,621
MeDHJ C 52,756+ 1,154 143,256 +1,160 247,212+ 2,351 148,005+ 0,794
D - - - -
A 0,164 £ 0,233 0,398 + 0,013 1,225+ 0,723 0,611 £ 0,051
E1+ B 0,165+0,070 0,324 + 0,216 1,399 £ 0,019 0,635 + 0,004
JA-YPFF-NH, C 0,168 £ 0,004 0,361 + 0,009 1,358 £ 0,102 2,591 +0,012
D 0567+0,026 22943+1,183  87,646+0,095 33,212+ 0,070
A 3224+0217 1524110156 63,992+ 1,114 27,040 £ 1,127
E2 + B 433410224 12905+1,265 62,457+2998 31,125+ 0,658
JA-YPFF-NH, C 9,113+0,887 64,997 £0,239  183,195+5,723 81,988 + 2,136
D - - - -
A 0,887 £ 0,041 1,998 £ 0,018 3,253 + 0,027 2,365+ 0,017
E3 + B 0,913+0,703 2,003 + 0,004 3,997 + 0,004 3,418 £ 0,152
JA-YPFF-NH, 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
A 50,176 £2,132 54981+ 1,525 104,718 £3536 64,357 £ 3,504
Zel PAA + B 50,533+1,965 54,998+3,062 105114+2,016 64,552+ 1,641
JA-YPFF-NH, C 50,669 +2,904 55011+£1,289  105,782+2,901 64,704 + 2,027
D - - - -
A 51929+1,657 134,226 +3,631 242,885+3,175 146,004 + 1,634
Zel HEC + B 53,166+2,006 144,737 +2244 248,002+2,299 149,022 + 0,897
JA-YPFF-NH, C 53,005+0,931 143961+ 1,125 247,127 +3,018 147,995 + 2,545
D - - - -
A 0,162 £ 0,004 0,399 + 0,007 1,221 £ 0,163 0,609 + 0,007
E1+ B 0,164 £ 0,027 0,321+ 0,102 1,397 £ 0,029 0,636 + 0,015
JA-YYKS-NH, 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
A 3154+0,019 14796+ 1,062 64251+£2214 27,540 £ 2,071
E2 + B 4245+0,019 13,140+0,865 63,015+1,798 31,006 + 0,998
JA-YYKS-NH, C 9,070+0,087  64,325+2,005 183,026 £3,649 82,030 + 1,166
D - - - -
A 0,888+0,012 2,005 + 0,165 3,477 £0,758 2,311+ 0,167
E3 + B 0,912+0,009 2,003 + 0,098 4,105 £ 0,069 3,545 + 0,052
JA-YYKS-NH, C 0,973+0,010 2,164 + 0,006 3,998 + 0,192 3,577 £ 0,014
D 0413+0,116 2,205+ 0,194 10,005 + 1,024 9,566 + 0,007
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Tabela 17, czes¢ lll.

PREPARAT D (0,1) ym D (0,5) ym D (0,9) ym D(4,3) um
A 40,996+ 1472 55001+2075 103,128 +1,235 65,507 + 1,214
Zel PAA + B 50,004 +£3,625 55238+1,632 103,556+2215 65,972+ 1,761
JA-YYKS-NH, C 51,225+1,884 55912+2,849 103,892+0,981 66,010 + 3,525
D - - - -
A 51459+0,639 135,004 £1,532 242,332+3,005 143,984 11,559
Zel HEC + B 53996+1,997 144476+1,994 247502+ 1,959 148,722 +1,872
JA-YYKS-NH, C  52,905+1,224 144,001 +2,235 247,887 £2,918 148,005 + 1,335
D - - - -

1 Wszystkie pomiary prowadzono bez uzycia sondy ultradzwigkowe;.

PODSUMOWUJAC, zbadano wptyw warunkdw przechowywania na rozklad wielko$ci
czastek przygotowanych preparatow zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne. Jak juz
wczesniej wspomniano, analiza zmian PSD formualcji w czasie moze by¢ pomocna w detekcii
Zjawiska aglomeracji jej czastek, co moze $wiadczyC o postepujagcym procesie destabilizacji
probki. W oparciu o0 analize zmian rozktadu wielko$ci czastek badanych formulacji w czasie
stwierdzono, Ze niezaleznie od warunkéw przechowywania, preparaty na bazie zelu PAA oraz
HEC sg stabilne w czasie, poniewaz nie zaobserwowano znaczacego zjawiska aglomeracii
czastek tychze preparatow. Stwierdzono réwniez, ze sposrdéd wszystkich przygotowanych
emulsji, najbardziej stabilne sq preparaty przechowywane w temperaturze 4°C. Odnotowano
bowiem niewielkie zmiany w rozktadzie wielkosci ich czastek w porownaniu z wynikami
otrzymanymi od razu po przygotowaniu probki. Najmniejszg stabilnoscig cechowaty sie z kolei
preparaty przechowywane w temperaturze 45°C. W przypadku formulacji na bazie Emulsji 1
oraz 2 zaobserwowano tworzenie si¢ aglomeratow, natomiast wszystkie preparaty na bazie
Emulsji 2 ulegty rozwarstwieniu juz po 24 godzinach przechowywania w temperaturze 45°C.
Jak juz wspomniano, rozwarstwienie emulsji nazywane jest ,zlamaniem emulsji” i jest
procesem catkowicie nieodwracalnym. Odnotowano, ze spo$rdd wszystkich preparatow
przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C, najwigkszg stabilnoscig cechowaly sie
preparaty na bazie Emulsji 3. Stwierdzono takze, ze dodatek jasmonidéw nie ma znaczacego
wplywu na rozktad wielkosci czastek przygotowanych preparatéw. Ponadto, potwierdzono
wptyw dziafania ultradzwigkow na rozmiar czastek emulsji. Zmiana rozktadu wielkosci czastek
wskutek dziatania ultradzwigkdw na zdyspergowang probke moze by¢ bowiem
wykorzystywana do detekcji zjawiska aglomeracji czastek preparatow.

20.6. Badanie stabilno$ci emulsji z wykorzystaniem metody wielokrotnego rozpraszania

Swiatta

W celu zbadania stabilno$ci otrzymanych emulsji kosmetycznych wykorzystano zjawisko
wielokrotnego  rozpraszania Swiatla. Otrzymane wyniki zaprezentowano w trybie
niereferencyjnym oraz referencyjnym. Tryb niereferencyjny przedstawiat zalezno$¢
intensywno$ci wstecznego rozproszenia $wiatta (BS) od wysoko$ci probki w czasie (rys. 57).
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Rys. 57. Wykres intensywno$ci wstecznego rozproszenia Swiatta (BS) w funkcji wysokosci
probki dla Emulsji 1 (A) oraz Emulsji 3 (B) zawierajgcych koniugat kwasu jasmonowego oraz
tetrapeptydu YPFF-NH. przechowywanych przez 70 dni w temperaturze 25°C.

W analizie stabilnosci emulsji preferowanym trybem prezentacji wynikow jest tryb
referencyjny przedstawiajacy zmiany intensywnosci wstecznego rozproszenia $wiatta (ABS)
od wysokosci probki (rys. 58), poniewaz na jego podstawie mozna okresli¢ rodzaj zmian
zachodzacych w prébce. Parametr ABS oznacza réznice pomiedzy pomiarem referencyjnym,
wykonanym natychmiast po przygotowaniu prébki (oznaczonym jako ,0 dni”), a pomiarem
wykonanym po czasie (w przypadku badanych formulacji pomiary wykonane byty w réznych
odstepach czasowych do 70 dni od otrzymania danego preparatu).
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Rys. 58. Wykres zmian intensywnos$ci wstecznego rozproszenia $wiatta (ABS) od wysokosci
probki dla Emulsji 1 (A) oraz Emulsji 3 (B) zawierajacych koniugat kwasu jasmonowego oraz
tetrapeptydu YPFF-NH; przechowywanych przez 70 dni w temperaturze 25°C.

Analiza zmian intensywno$ci wstecznego rozproszenia Swiatta od wysokosci prébki
umozliwia identyfikacje rodzaju niestabilnosci prébki. W nawigzaniu do danych literaturowych
[390], warto$C parametru ABS<2% badanej formulacji oznacza brak zmian w rozmiarze
wielkoSci jej czastek. Z kolei preparaty, dla ktorych warto$¢ parametru ABS przekracza 10%,
sq uznawane za uktady niestabine [391]. W przypadku Emulsji 1 + JA-YPFF-NH
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zaobserwowano wiekszg zmiane wartoSci wstecznego rozproszenia $wiatta (ok. 5%) w
poréwnaniu z Emulsjg 3, zawierajacq te samg substancje aktywna. Proces ten jest zwigzany z
wystepowaniem zjawiska flokulacji, poniewaz zmiany warto$ci parametru ABS zachodzg na
catej wysokosci badanej probki (zmiana rozmiaru czastek emulsji bez ich migracji w celi
pomiarowej). Stwierdzono jednak, ze wartos¢ wstecznego rozproszenia dla obu probek nie
przekracza poziomu 10%, w zwigzku z czym Emulsja 1 + JA-YPFF-NH2 oraz Emulsja 3
+ JA-YPFF-NH, przechowywane w temperaturze 25 °C przez okres 70 dni mogg zosta¢
uznane za preparaty stabilne (rys. 58). W celu oceny kinetyki proceséow destabilizacji, dla
kazdej przygotowanej formulacji przedstawiono profile zmian wstecznego rozpraszania $wiatta
(ABS) w funkcji czasu.
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Rys. 59. Profile zmian wstecznego rozproszenia Swiatta w czasie dla emulsji zawierajgcych JA
przechowywanych w 4 °C (A) oraz 25°C (B) przez 70 dni oraz w 45°C przez 14 dni (C).

Na rys. 59 zaprezentowano profile zmian wstecznego rozproszenia $wiatta dla formulacii
zawierajgcych kwas jasmonowy przechowywanych w roznych warunkach temperaturowych.
Niezaleznie od temperatury przechowywania preparatéw, najwieksze zmiany parametru ABS
zaobserwowano dla Emulsji 1 + JA. Preparat ten ulegt gwattownemu procesowi flokulacji,
ktdrego intensywnos¢ wzrastata przez pierwsze dwa tygodnie od dnia jej przygotowania,
zarbwno podczas przechowywania w temperaturze 4°C (rys. 59A) oraz 25°C (rys. 59B).
W obu przypadkach warto$¢ parametru ABS nie przekroczyta jednak 10%, w zwigzku z czym
preparat ten mozna uzna¢ za stabilny. Po uptywie 70 dni nie zaobserwowano znaczacych
zmian we wstecznym rozpraszaniu Swiatta dla Emulsji 1 + JA. W przypadku Emulsji 2 oraz
Emulsji 3 zawierajacych JA oraz przechowywanych w temperaturze 4°C (rys. 59A) oraz 25°C
(rys. 59B) zaobserwowano niewielkie zmiany parametru ABS (ponizej 3%), co wskazuje na
wysokg stabilno$¢ tychze preparatéw [390,391].

Przeprowadzono rowniez testy przyspieszonego starzenia (paragraf 5.4) otrzymanych
preparatow. W tym celu probki przechowywano w temperaturze 45°C przez 14 dni.
Stwierdzono, ze Emulsja 1 + JA ulegta procesowi flokulacji (rys. 59C), ktérego intensywno$¢
wzrastata przez pierwsze 5 dni od dnia jej otrzymania. Warto$¢ parametru ABS przekroczyta
poziom 10%, co oznacza, ze formulacja ta ulega destabilizacji podczas jej przechowywania
przez 14 dni w temperaturze 45 °C. Po uptywie tego czasu nie odnotowano znaczacych zmian
wstecznego rozproszenia $wiatta dla tej formulacji. Jak juz wcze$niej wspomniano,
w przypadku Emulsji 2 + JA, zaobserwowano jej rozwarstwienie (ztlamanie). W zwigzku
z powyzszym, wyniki zmian parametru ABS w czasie dla Emulsji 2 + JA, przechowywane;
w temperaturze 45°C nie zostaty przedstawione na rys. 59C. W oparciu o przedstawione wyniki
badan stwierdzono, Zze Emulsja 3 zawierajgca kwas jasmonowy wykazata najwigkszg
stabilno$¢ we wszystkich wspomnianych warunkach przechowywania.
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Rys. 60. Profile zmian wstecznego rozproszenia $wiatta w czasie dla emulsji zawierajgcych
MeJ przechowywanych w 4 °C (A) oraz 25 °C (B) przez 70 dni oraz w 45 °C przez 14 dni (C).
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Rys. 61. Profile zmian wstecznego rozproszenia Swiatta w czasie dla emulsji zawierajgcych
MeDHJ przechowywanych w 4°C (A) oraz 25°C (B) przez 70 dni oraz w 45°C przez 14 dni (C).

W pracy przedstawiono takze profile ABS dla formulacji zawierajacych jasmonian metylu
oraz dihydrojasmonian metylu przechowywanych w temperaturze 4, 25 oraz 45°C. Podobnie,
jak w przypadku Emulsji 1 + JA, Emulsja 1 + Med przechowywana w temperaturze 4°C
(rys. 60A) oraz 25°C (rys. 60B), jak rowniez Emulsia 1 + MeDHJ przechowywana
w temperaturze 4°C (rys. 61A) oraz 25°C (rys. 61B) wykazaty najmniejszg stabilno$¢ sposréd
wszystkich analizowanych formulacji. Warto$¢ parametru ABS tychze formulacji we
wspomnianych warunkach przechowywania nie przekracza jednak poziomu 10%, w zwigzku z
czym preparaty te sg uznawane za stabilne [391]. Zaobserwowano rowniez, ze Emulsja 1 + JA,
przechowywana w temperaturze 4°C (rys. 59A) jest mniej stabilna, niz Emulsja 1, zawierajaca
MeJ oraz MeDHJ przechowywana w tych samych warunkach (rys. 60A and 61A). Warto$¢
zmian wstecznego rozproszenia Swiatta dla Emulsji 2 oraz Emulsji 3, zawierajacych Med oraz
MeDHJ, przechowywanych w temperaturze 4°C (odpowiednio rys. 60A oraz rys. 61A) oraz
25°C (odpowiednio rys. 60B oraz 61B), nie przekroczyta wartosci 2%, co $wiadczy o wysokiej
stabilnosci tychze preparatow [390].

Przeprowadzone testy przyspieszonego starzenia dowiodty, ze Emulsja 1 + MeJ (rys. 60C),
jak réwniez Emulsja 1 + MeDHJ (rys. 61C) przechowywane w 45°C, wykazujg mniejszg
stabilno$¢ (ABS>10%) w poréwnaniu z Emulsjg 3 (ABS<10%), zawierajaca te same jasmonidy
oraz przechowywang w tych samych warunkach. W zwigzku z powyzszym, Emulsje 1 + MeJ,
jak réwniez Emulsje 1 + MeDHJ uznano za preparaty niestabilne w 45°C [391]. Analogicznie
do obserwacji odnotowanych dla preparatéw zawierajacych JA, wszystkie zmiany wartosci
parametru ABS dla Emulsji 1 zawierajacej jasmonian metylu oraz dihydrojasmonian metylu
byly spowodowane flokulacjg preparatow. Sposrod wszystkich przygotowanych preparatow
zawierajacych jasmonian metylu oraz dihydrojasmonian metylu, najwiekszg stabilnoscig
charakteryzowata sie Emulsja 3 + MeJ oraz Emulsja 3 + MeDHJ (ABS<1%) [390\]. Podobnie,
jak w przypadku Emulsji 2 zawierajacej kwas jasmonowy, Emulsja 2 + MeJ oraz Emulsja 2
+ MeDHJ ulegly rozwarstwieniu po uptywie 24 godzin przechowywania w 45 °C, w zwigzku
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z czym wyniki zmian parametru ABS w czasie dla tychze formulacji nie zostaty
zaprezentowane na rys. 60C oraz 61C.
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Rys. 62. Profile zmian wstecznego rozproszenia Swiatta w czasie dla emulsji zawierajacych
JA-YPFF-NH; przechowywanych w 4°C (A) oraz 25°C (B) przez 70 dni oraz w 45°C przez 14

dni (C).
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Rys. 63. Profile zmian wstecznego rozproszenia Swiatta w czasie dla emulsji zawierajacych
JA-YYKS-NH; przechowywanych w 4°C (A) oraz 25°C (B) przez 70 dni oraz w 45°C przez
14 dni (C).

W niniejszej rozprawie doktorskiej zaprezentowano takze profile ABS dla formulaci
zawierajgcych koniugat JA-YPFF-NH. (rys. 62) oraz koniugat JA-YYKS-NH, (rys 63),
przechowywanych w temperaturze 4, 25 oraz 45 °C. Zaobserwowano, ze Emulsja 1
+ JA-YPFF-NH2 oraz Emulsja 1 + JA-YYKS-NH: przechowywane w temperaturze 4°C (rys. 62A
oraz rys 63A) wykazaty najwiekszg stabilnos¢ spo$rdd wszystkich formulacji na bazie Emuls;ji
1, przechowywanych w tej samej temperaturze. Warto$¢ parametru ABS wspomnianych
preparatow nie przekracza poziomu 2% [390]. Analogicznie do obserwacji odnotowanych dla
preparatdw zawierajacych JA, MeJ oraz MeDHJ, wszystkie zmiany wartosci parametru ABS
dla formulacji zawierajacych koniugaty byty spowodowane zjawiskiem flokulacji emulsji, czyli
zmiang wielkoSci czastek.

Przeprowadzone testy przyspieszonego starzenia dowiodty, ze Emulsja 1 + JA-YPFF-NH>
(rys. 62C), jak réwniez Emulsja 1 + JA-YYKS-NH; (rys. 63C) przechowywane w 45°C sq
preparatami niestabilnymi, bowiem warto$¢ zmian wstecznego rozproszenia Swiatta przekracza
poziom 10% [391]. Zaobserwowano réwniez, ze niezaleznie od temperatury przechowywania,
najstabilniejszg formulacjg zawierajacq koniugaty byta Emulsja 3 + JA-YPFF-NHy, jak rowniez
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH,. Analogicznie do wszystkich przygotowanych preparatéw na bazie
Emulsji 2, przechowywanych w temperaturze 45°C, zarbwno Emulsja 2 + JA-YPFF-NH,, jak
i Emulsja 2 + JA-YYKS-NH; ulegty zlamaniu, w zwigzku z czym nie przedstawiono profili zmian
parametru ABS tychze formulacji.

Wyniki badania stabilnosci przygotowanych formulacji metodg MLS dowiodty,
ze niezaleznie od warunkéw przechowywania oraz rodzaju dodanej substancji aktywnej
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najstabilniejszg formulacjq jest Emulsja 3. Wysoka stabilnos¢ tejze emulsji moze wynika¢
z temperatury jej otrzymywania (25°C) oraz obecnosci autoemulgatora w kompozycii
preparatu. Emulsja 1 oraz 2 zawierajq w swoim skfadzie takie same ilosci emulgatorow.
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 mniejszg stabilno$¢ Emulsji 1. Jest to prawdopodobnie wynikiem stabej
rozpuszczalnoSci jasmonidéw w fazie wodnej, stanowigcej wigkszos¢ (76,50 % wiw)
kompozycji Emulsji 1. Emulsja 2 z kolei sktada sie z 79 % wiw fazy tluszczowej stanowigcej
dobry rozpuszczalnik dla badanych zwigzkéw. Ponadto, stabilno$¢ tejze emulsji w
temperaturze 4 oraz 25°C jest réwniez zwigzana z jej lepkoscig. Wysoka lepko$¢ Emulsji 2
(powyzej 107 000 mPa x s) redukuje prawdopodobienstwo wystepowania ruchéw Browna,
prowadzacych do aglomeracji czastek fazy rozproszonej emulsji oraz jej destabilizacji
[392,393]. Formulacja ta ulega natomiast rozwarstwieniu w temperaturze 45°C, co jest
zwigzane z uptynnieniem fazy ttuszczowej, znacznym obnizeniem lepkosci oraz zniszczeniem
struktury emulsji. Zaobserwowano takze réznice w przebiegu profili ABS preparatow na bazie
Emulsji 1. Stwierdzono, ze w przypadku Emulsji 1+JA, Emulsji 1+MeJ oraz Emulsji 1+MeDHJ,
warto$ci parametru ABS sg dodatnie, podczas gdy dla Emulsji 1+ JA-YPFF-NH. oraz Emulsji
1+ JA-YYKS-NH, wartosci te sg ujemne. Jest to zwigzane z poczatkowym rozmiarem czastek
tychze formulacji. Zgodnie z informacjami zawartymi w instrukcji obstugi aparatu Turbiscan
LabExpert [394], dla formulacji o poczatkowym rozmiarze czastek <0,6 um wartosci parametru
ABS sg dodatnie, natomiast dla formulacji o poczatkowym rozmiarze czastek >0,6 um sg one
ujemne. W nawigzaniu do wynikéw analizy rozktadu wielkoSci czastek przygotowanych
preparatdw metodg LD (tabela 17), warto$ci parametru D(4,3) dla Emulsji 1, zawierajacej JA,
MeJ oraz MeDHJ wynoszg odpowiednio 0,577+0,007 um, 0,454+0,001 um oraz 0,446+0,001
pm, a zatem nie przekraczajg rozmiaru 0,6 um. W przypadku Emulsji 1, zawierajacej koniugat
JA-YPFF-NH; oraz JA-YYKS-NH,, wartosci te sq wieksze, niz 0,6 um i wynoszg odpowiednio
0,611£0,051 pym oraz 0,609+0,007 ym. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wyniki analizy stabilno$ci
formulacji metodg MLS sg zgodne z wynikami otrzymanymi metoda LD.

Kazde zjawisko destabilizacji zachodzace w badanej prébce ma wptyw na wartosé
wstecznego rozpraszania oraz transmisji $wiatta padajacego na te prébke. Emulsja 1, 2 oraz 3
to preparaty nieprzejrzyste, w zwigzku z czym analiz¢ ich stabilnosci prowadzono w oparciu
0 zmiany intensywno$ci Swiatta wstecznie rozpraszanego przez probke. Nalezy jednak
wspomnie¢, ze nawet dla probek nieprzejrzystych obserwuje sie niewielkg transmisje Swiatta.
W celu poréwnania stabilnosci wszystkich otrzymanych preparatéw obliczono warto$¢
parametru TSI dla przygotowanych formulacji. Indeks stabilno$ci okresla globalng stabilno$¢
produktu i jest wykorzystywany do poréwnania stabilno$ci roznych prébek Im wieksza wartosé
parametru TSI, tym wigksza jest niestabilno$¢ badanego uktadu. W zwigzku z powyzszym,
parametr TSI nazywany jest wspdtczynnikiem niestabilno$ci [395]. W celu determinaciji wptywu
dodatku substancji aktywnej na stabilno$¢ badanych formulacji, obliczono parametr TSI
zardwno baz kosmetycznych, jak i preparatdbw zawierajacych kwas jasmonowy i jego
pochodne. Wyniki obliczen parametru TSI przygotowanych preparatéw przedstawiono na rys.
64 - 66.
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7] Inkubacja w 4 °C przez 70 dni
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Rys. 64. Wartos¢ parametru TSI dla formulacji przechowywanych przez okres 70 dni

w temperaturze 4 °C.
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Rys. 65. Warto$¢ parametru TSI dla formulacji przechowywanych przez okres 70 dni

w temperaturze 25°C.
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25 Inkubacia w 45 °C przez 14 dni
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Rys. 66. Wartos¢ parametru TSI dla formulacji przechowywanych przez okres 14 dni
w temperaturze 45°C.

Stwierdzono, ze wyniki kalkulacji parametru TSI sg zgodne z wynikami analizy parametru
ABS dla wszystkich badanych formulacji zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne.
Zaobserwowano, ze najwiekszg stabilno$cig charakteryzujg sie preparaty przechowywane w
4°C, natomiast najmniejszg - preparaty przechowywane w 45°C. Stwierdzono rowniez, ze
sposérdd wszystkich preparatdw przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C, najmniej
stabilne sg formulacje na bazie Emulsji 1, natomiast najbardziej stabilne sg preparaty na bazie
Emulsji 3. Odnotowano takze wptyw dodatku jasmonidéw na stabilno$C probki. Stwierdzono,
ze niezaleznie od warunkéw przechowywania formulacji, dodatek kazdego z badanych
zwigzkow powoduije jej pewng destabilizacje. W oparciu o otrzymane wyniki TS| dla preparatow
przechowywanych w temperaturze 4°C (rys. 64) stwierdzono, ze sposrod wszystkich substancii
aktywnych, dodatek kwasu jasmonowego powodowat najwiekszg destabilizacje Emulsji 1
(TSI = 8,6) oraz Emulsji 2 (TSI = 2,0). Dla pozostatych preparatéw zawierajacych pochodne
kwasu jasmonowego wartosci TS| byly nizsze. Podobne obserwacje odnotowano
w przypadku formulacji przechowywanych w temperaturze 25°C (rys. 65), bo wartoSci
parametru TSI dla Emulsji 1 + JA oraz Emulsji 2 + JA wynosity odpowiednio 10,4 oraz 3,2.
W przypadku preparatéw na bazie Emulsji 3, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C,
dodatek jasmonidu powodowat niewielkq zmiane parametru TSI w poréwnaniu z bazq
kosmetyczng. Fakt ten wskazuje na duzg stabilno$¢ formulacji na bazie Emulsji 3,
zawierajgcych kwas jasmonowy i jego pochodne.

Na rys. 66 przedstawiono wartosci parametru TSI dla preparatow na bazie Emulsji 1 oraz 3,
przechowywanych przez okres 14 dni w temperaturze 45 °C. W zwigzku z rozwarstwieniem
wszystkich preparatow na bazie Emulsji 2 wskutek dziatania wysokiej temperatury, ich wartoSci
TSI nie zostaty zaprezentowane. Zaobserwowano, ze dodatek JA powoduje najwigkszy wzrost
parametru TSI Emulsji 1 oraz Emulsji 3 w pordwnaniu z pozostatymi substancjami aktywnymi.
Warto$¢ TSI dla Emulsji 1 + JA oraz Emulsji 3 + JA, przechowywanych w temperaturze 45°C,
wynosi odpowiednio 14,7 oraz 2,7. Destabilizacja probki wskutek dodatku kwasu
jasmonowego, niezaleznie od warunkéw przechowywania, wynika prawdopodobnie z jego
gestosci. JA cechuje sie bowiem wigkszg gestoscig (1,1 + 0,1 g/mL), niz MeJ oraz MeDHJ
(1,1 £ 0,1 g/mL), co moze utrudnia¢ otrzymanie homogenicznego ukfadu i w efekcie prowadzi¢
do spadku jego stabilnosci.
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PODSUMOWUJAC, W niniejszej pracy doktorskiej zbadano wptyw warunkdw
przechowywania na stabilnos¢ przygotowanych preparatdw zawierajgcych kwas jasmonowy
i jego pochodne. W tym celu wykorzystano zjawisko wielokrotnego rozpraszania Swiatta, ktére
umozliwia detekcje wszystkich rodzajéw niestabilnoSci probki. W oparciu o otrzymane warto$ci
wstecznego rozproszenia $wiatta stwierdzono, ze najwigkszg stabilno$cig wykazaty preparaty
przechowywane w 4°C, natomiast najmniejszaq - preparaty przechowywane w 45°C.
Zaobserwowano réwniez, ze niezaleznie od warunkéw przechowywania, najwigksza
stabilnoscig cechowaly sie preparaty na bazie Emulsji 3. Jest to zwigzane z obecnos$cig
autoemulgatora w kompozycji wspomnianych formulacji. Wysokq stabilno$¢ odnotowano takze
dla preparatéw na bazie Emulsji 2, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25 °C. W wyniku
przechowywania w 45°C preparaty te ulegajg natomiast rozwarstwieniu, co jest zwigzane z
obnizeniem ich lepkosci wskutek uptynnienia fazy ttuszczowej. Najmniejszg stabilno$¢ w
temperaturze przechowywania 4 oraz 25°C wykazaty natomiast preparaty na bazie Emulsji 1.
Jest to prawdopodobnie zwigzane z ich niskg lepko$cig oraz brakiem autoemulgatora w
kompozycji. Ponadto, stwierdzono zaleznos¢ pomiedzy stabilnoscig preparatu a
rozpuszczalno$cig substancji aktywnej w podiozu kosmetycznym. Im wigksza lipofilowo$¢
substancji aktywnych, tym lepsza ich rozpuszczalnos¢ w podiozu o duzej zawartosci fazy
tuszczowej. Badane substancje aktywne majq charakter lipofilowy, w zwigzku z czym stabo
rozpuszczajq sie w bazie Emulsji 1 o niskiej zawartosci fazy ttuszczowej (22,50 % wiw).

W pracy zbadano takze wplyw dodatku kwasu jasmonowego i jego pochodnych
na stabilnos¢ przygotowanych preparatow. Stwierdzono, ze dodatek kwasu jasmonowego
powoduje najwiekszg destabilizacje Emulsji 1 oraz 2 w temperaturze przechowywania 4 oraz
25 °C. Jest to prawdopodobnie zwigzane z wtasciwosciami fizykochemicznymi JA. Zwigzek ten
charakteryzuje sie bowiem wigkszg gestoscig, niz MeJ czy MeDHJ, co moze utrudnia¢
otrzymanie homogenicznego uktadu i w efekcie prowadzi¢ do obnizenia jego stabilnosci.
Warto$¢ parametru ABS wszystkich przygotowanych formulacji, przechowywanych w
temperaturze 4 oraz 25°C nie przekracza jednak progu 10%, w zwigzku z czym sg one
uznawane za preparaty stabilne. Warto§¢ ABS>10% zostata odnotowana w przypadku
preparatdbw na bazie Emulsji 1 przechowywanych w temperaturze 45°C. W zwigzku z
powyzszym, zostaty one uznane za niestabilne we wspomnianych warunkach przechowywania
[390,391].

20.7. Badanie wplywu dodatku kwasu jasmonowego i jego pochodnych na stabilno$é
termiczna formulacji z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej

Stabilno$¢ termiczna preparatow kosmetycznych stanowi niezwykle wazny aspekt podczas
okre$lania warunkéw ich transportu oraz przechowywania. W niniejszej rozprawie doktorskiej
przedstawiono wyniki analizy dodatku jasmonidow i ich pochodnych na stabilno$¢ termiczng
formulacji z wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej. Analiza TGA pozwala réwniez
na potwierdzenie udziatu fazy wodnej oraz tluszczowej w kompozycji emulsji. Podczas
przechowywania produktu, po jego otwarciu moze nastgpi¢ zmiana zawartoSci procentowej
fazy wodnej wskutek jej parowania. Tendencja preparatu do utraty wody moze $wiadczy¢ o
jego niestabilnosci. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono jako$ciowq analize sktadu faz
przygotowanych formulacji na podstawie analizy etapéw ubytku masy prébki. Badania
prowadzono po czasie 70 dni od preparatyki formulacji, przechowywanych w temperaturze
25°C. Wybor warunkoéw przechowywania probki przeznaczonej do analizy TGA byt celowy ze
wzgledu na wigksze narazenie probki na parowanie wody w 25°C, anizeli w 4°C. Ponadto,
preparaty zakupione przez konsumentow sg przechowywane po otwarciu w pomieszczeniu,
w ktorym temperatura oscyluje zwykle w granicach 25°C.
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. Zawartosc fazy wodnej
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Rys. 67. Wykres termograwimetryczny przygotowanych formulacji zawierajacych koniugat
JA-YPFF-NH.

Na rys. 67 przedstawiono wykres termograwimetryczny przygotowanych preparatéw
zawierajgcych koniugat JA-YPFF-NH,. Krzywa TGA badanej formulacji przedstawia spadek
jej masy wskutek wzrostu temperatury. Stopnie widoczne na krzywych TGA formulacii
(zaznaczone przerywana linig na rys. 67) stanowig etapy ubytku masy probki i sg zwigzane
odparowaniem fazy wodnej probki. Potwierdzeniem tego zatozenia jest fakt, ze wysoko$¢
pierwszego stopnia krzywej TGA kazdej formulacji odpowiada procentowej zawartoci wody
w kompozycji preparatu. Ponadto, gwattowne nachylenie krzywych odpowiadajace
spadkowi masy probki, zachodzi wowczas, gdy uktad zbliza si¢ do wartosci temperatury
100°C (temperatura wrzenia wody). Dalsze stopnie przedstawionych krzywych TGA sg
zwigzane z rozkladem pozostatych komponentdw badanych preparatow. W przypadku
Emulsji 1, 2 oraz 3 sg to komponenty fazy ttuszczowej, natomiast w przypadku hydrozeli
obserwuje sie rozktad komponentéw konsystencjotworczych (karbomer kwasu akrylowego
w zelu PAA oraz hydroksyetyloceluloza w zelu HEC). W oparciu o otrzymane wyniki badan
stwierdzono, Zze zawarto$¢ fazy wodnej przygotowanych formulacji kosmetycznych
zawierajacych JA-YPFF-NH, nie ulega zmianie w okresie ich przechowywania
w temperaturze 25°C, co $wiadczy o ich stabilnosci termicznej. Analogiczne obserwacje
odnotowano dla preparatdw zawierajacych pozostate substancje aktywne (JA, MeJ, MeDHJ
oraz JA-YYKS-NH,). Wykorzystanie analizy termograwimetrycznej do oceny zawartosci
fazy wodnej formulacji zostato juz przedstawione w literaturze. Frenkel i Garti [396]
wykorzystali TGA do oceny stabilno$ci emulsji typu o/w, podczas gdy Kim i in. [397]
przeprowadzili analize zawartosci wody w hydrozelach zawierajgcych kwas hialuronowy.

Gtownym celem przeprowadzonej analizy TGA bytlo zbadanie wptywu dodatku
jasmonidow i ich pochodnych na stabilnos¢ termiczng przygotowanych preparatow.
W zwigzku z powyzszym przeprowadzono badania samych baz kosmetycznych oraz
formulacji zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne. W celu lepszej interpretacii
wynikébw do otrzymanych krzywych TGA wyznaczono styczne, ktdrych przecigcie
odzwierciedla temperature, przy ktérej probka zaczyna ulega¢ zmianom masy. Ponadto,
wyznaczono pierwszg pochodng kazdej z otrzymanych krzywych termograwimetrycznych
wzgledem temperatury. Wyznaczanie pochodnej krzywej TGA jest nazywane rdznicowq
analizg termograwimetryczng (ang. differential thermal analysis, DTA) i umozliwia ocene
zmiany szybko$ci rozktadu probki wraz ze wzrostem temperatury. Minimum krzywej DTA
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stanowi odzwierciedlenie momentu, w ktérym przemiana probki zwigzana z jej utratg masy
zachodzi najszybciej. Im nizsza temperatura uktadu, w ktorej krzywa DTA osiggnie swoje
minimum, tym mniejsza stabilno$¢ termiczna badanej probki [398]. Na rys. 68
przedstawiono krzywe TGA oraz DTA dla zelu PAA + JA-YPFF-NH>.
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Rys. 68. Wykres przedstawiajacy krzywe TGA oraz DTA dla zelu PAA + JA-YPFF-NH..

W oparciu o styczng do krzywej TGA wyznaczono poczatkowa temperature zmian probki
[399], ktora wynosi 60,12°C (kolor czerwony). Dodatkowo, w oparciu 0 wyznaczong krzywg
DTA (kolor niebieski) odnotowano najszybszy rozktad probki w temperaturze 99,63°C, co jest
zwigzane z utratg wody (97% w/w catkowitej masy probki). W ramach niniejszej pracy
doktorskiej przeprowadzono analize TGA i DTA wszystkich przygotowanych formulacji w celu
poréwnania ich stabilnosci termicznej, a otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 18.
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Tabela 18. Zestawienie wynikow analizy TGA oraz DTA przygotowanych formulacji
zawierajgcych kwas jasmonowy i jego pochodne.

POCZATKOWA TEMPERATURA ~ TEMPERATURA NAJSZYBSZEGO

SO ROZKLADU PROBKI (°C) ROZKLADU PROBKI (°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-NH. 61,25 94,50
Emulsja 1 + JA-YYKS-NH, 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-NH; 103,18 109,50
Emulsja 2 + JA-YYKS-NH, 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-NH; 83,79 109,64
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH, 84,11 109,78
Zel PAA 58,64 100,17
Zel PAA + JA 57,02 97,15
Zel PAA + MeJ 57,15 98,22
Zel PAA + MeDHJ 57,36 98,56
Zel PAA + JA-YPFF-NH, 58,11 99,17
Zel PAA + JA-YYKS-NH, 58,23 99,24
Zel HEC 60,35 99,86
Zel HEC + JA 58,97 97,12
Zel HEC + MeJ 59,45 98,88
Zel HEC + MeDHJ 59,61 98,92
Zel HEC + JA-YPFF-NH, 60,12 99,63
Zel HEC + JA-YYKS-NH, 60,04 99,75

W oparciu o wyniki badan przedstawione w tabeli 18 stwierdzono, ze spos$rdéd wszystkich
przygotowanych emulsji najmniejszg stabilnoScig termiczng cechujq sie preparaty na bazie
zelu PAA, ktorych poczatkowa temperatura rozktadu miesci sie w zakresie od 57,02 °C
(zel PAA + JA) do 58,64 °C (baza zelu PAA). Najszybszy rozkitad preparatow na bazie Zelu
PAA zaobserwowano w przedziale temperaturowym od 97,15°C (zel PAA + JA) do 100,17°C
(baza zelu PAA). Najwigkszg stabilnoscig termiczng wykazaty preparaty na bazie Emulsji 2,
ktorych temperatura rozktadu miesci si¢ w przedziale od 103,68 °C (Emulsja 2 + JA) do 101,89
°C (baza Emulsji 2). Najszybszy rozktad preparatow na bazie zelu PAA nastepuje w przedziale
temperatur od 108,23°C (Emulsja 2 + JA) do 110,50 °C (baza Emulsji 2). Zaobserwowano
zalezno$¢ pomiedzy zawartoScig wody a stabilnoScig termiczng preparatu; im mniejsza
zawartos¢ wody w kompozycji, tym wyzsza temperatura poczatkowa rozktadu probki. Wynika
to z faktu, Zze wzrost temperatury powoduje parowanie fazy wodnej, a dopiero nastepnie

termiczny  rozklad oraz  spopielenie  pozostatych  komponentéw  formulacji.
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Zgodnie z powyzszym, przygotowane preparaty mozna uszeregowa¢ zgodnie z rosngcq
stabilno$cig termiczng wedtug nastepujacego schematu (rys. 69):

Temperatura poczatkowego rozktadu prébki (°C)
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Rys. 69. Schemat stabilnoSci termicznej przygotowanych formulacji.

W oparciu 0 wyniki badan przedstawione w tabeli 18 oraz na rys. 69 stwierdzono, ze rodzaj
substancji aktywnej nie ma znaczacego wptywu na stabilno$¢ termiczng przygotowanych
formulacji. Zaobserwowano, ze moment poczatkowej temperatury rozktadu probki, jak rowniez
temperatury, w ktérej nastepuje najszybszy jej rozktad wykazujg podobne wartosci dla dane;
bazy kosmetycznej, jak i preparatu zawierajgcego substancje aktywna. Nalezy wspomniec,
ze stabilnos¢ termiczna (badana przy uzyciu metody TGA i DTG) nie jest tozsama ze
stabilno$cig w czasie (badang metodg MLS).

PODSUMOWUJAC, w przedkiadanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono ocene
wptywu dodatku jasmonidéw i ich pochodnych na stabilno$¢ termiczng formulacji z
wykorzystaniem analizy termograwimetrycznej. Odnotowano brak wptywu dodatku substancii
aktywnych nastabilno$¢ termiczng wszystkich przygotowanych preparatow. Stwierdzono,
ze stabilnoSC termiczna formulacji zalezy przede wszystkim od ich kompozycji.
Zaobserwowano, ze im wieksza zawarto$¢ fazy wodnej formulacji, tym szybsza jej degradacja
w wyniku dziatania wysokich temperatur. W zwiazku z powyzszym, najwiekszg stabilnoscig
termiczng cechowaly sie preparaty na bazie Emulsji 2 (20,50 % w/w fazy wodnej), natomiast
najmniejszg - preparaty na bazie zelu PAA (99 % w/w fazy wodnej). Analiza TGA zostata
rowniez wykorzystana do oceny zmian sktadu kompozycji preparatow w czasie. W oparciu o
wyniki badan nie odnotowano zmian w sktadzie przygotowanych formulacji zawierajacych kwas
jasmonowy i jego pochodne.

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

Skutecznos¢ dziatania produktow pielegnacyjnych zalezy nie tylko od ilosci substancii
aktywnej, jaka uwalnia sie¢ z danego podioza do skory, ale réwniez od stabilnosci tejze
substancji w danym preparacie kosmetycznym. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
zostata wykorzystana w niniejszej pracy doktorskiej do jakosciowego i iloSciowego oznaczenia
jasmonidow i ich pochodnych w przygotowanych formulacjach kosmetycznych.

20.8.1. Wyznaczanie czasow retencji badanych zwigzkow

W oparciu 0 analize jako$ciowa przygotowanych roztworéw wzorcowych ustalono czas
retencji badanych zwigzkdw, ktére przedstawiono w tabeli 19.
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Tabela 19. Wyznaczone czasy retencji badanych jasmonidow i ich pochodnych.

W2zORzEC CZAS RETENCJI (MIN)
JA 111
MeJ 13,9
MeDHJ 14,7
JA-YPFF-NH, 10,7
JA-YYKS-NH; 8,6

20.8.2. Sporzadzenie krzywych kalibracyjnych oraz walidacja metody

Kolejnym etapem badan byto sporzadzenie krzywych kalibracyjnych z wykorzystaniem
roztworow  wzorcowych badanych jasmonidéw i ich pochodnych. Nastepnie
dla otrzymanych krzywych kalibracyjnych, wyznaczono réwnanie regresji liniowej oraz
wspdtczynnik korelacji R2. Dla kazdej serii pomiaréw stezen substancji aktywnej obliczono
rowniez odchylenia standardowe. Na rys. 70 przedstawiono krzywg kalibracyjng
dla koniugatu JA-YPFF-NH.. Przedstawiona krzywa, jak réwniez krzywe kalibracyjne dla
pozostatych jasmonidéw miaty charakter prostoliniowy.
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Rys. 70. Krzywa kalibracyjna dla koniugatu JA-YPFF-NH>.

W tabeli 20 przedstawiono réwnania regresji liniowej opisujace krzywe wzorcowe dla
badanych zwigzkéw. Zaobserwowano, Ze wspotczynniki korelacji R? dla wszystkich
sporzadzonych krzywych sq bliskie jednosci, co oznacza wysoki wskaznik dopasowania
modelu do danych empirycznych [400].

Tabela 20. Rownania regresji liniowej, opisujace krzywe wzorcowe dla badanych

jasmonidow.
WZzORzEC ROWNANIE REGRESJI LINIOWEJ ~ WSPOLCZYNNIK KORELACJI R%(-)
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-NH; y =12,297x + 0,991 0,999
JA-YYKS-NH. y =12,264x + 0,781 0,999

Wspotczynnik korelacji dla wszystkich wyznaczonych krzywych kalibracyjnych miesci sie
w przedziale wartosci 0,9 - 1,0. Zgodnie ze Skalg Guillforda $wiadczy to o bardzo dobrym
dopasowaniu modelu i oznacza, ze rownanie regresji w wysokim stopniu wyjasnia
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zmienno$¢ zmiennej zaleznej (powierzchni piku, 0§ y) od zmiennej niezaleznej (stezenie
jasmonidu, o$ x) [401]. Otrzymane krzywe kalibracyjne dowodzg o szerokim zakresie
liniowo$ci opracowanej metody przy zachowaniu wysokich wspdtczynnikdw korelacii.
Otrzymane wartosci odchyler standardowcyh wskazywaty na wysokg powtarzalno$c¢
metody. Przed rozpoczeciem analizy HPLC przygotowanych preparatéw wyznaczono
rowniez parametry LOD i LOQ opracowanej metody analitycznej. Otrzymane wartoSci
parametrow LOD i LOQ wynoszg odpowiednio 0,307 mg/mL oraz 0,921 mg/mL.

20.8.3. Ocena potencjalnego wptywu podioza kosmetycznego na wyniki analizy

Kolejnym etapem badan byto ustalenie, czy przygotowane bazy kosmetyczne nie
posiadajg w swoim skfadzie substancji o czasie retencji takim samym z badanymi
jasmonidami. W tym celu przeprowadzono analiz¢ HPLC formulacji niezawierajgcych
jasmonidow i ich pochodnych. Na otrzymanych chromatogramach nie stwierdzono
obecnosci pikow w przedziale czasowym, w ktorym odnotowano czasy retencji badanych
jasmonidow (10 - 15 min).

20.8.4. Oznaczanie jakosciowe oraz ilosciowe kwasu jasmonowego i jego pochodnych
w preparatach kosmetycznych

Znaczny spadek stezenia substancji aktywnej w preparacie kosmetycznym jest zmiang,
iloSciowg i moze $wiadczy¢ o niestabilnosci tejze substancji w zdefiniowanych warunkach
przechowywania. Indykatorem niestabilno$ci substancji moze by¢ réwniez zmiana jej czasu
retencji przy niezmienionych warunkach analizy HPLC (zmiana jako$ciowa substancji).
Na rys. 71 przedstawiono zestawienie chromatograméw wzorca koniugatu JA-YPFF-NHa,
jak rowniez koniugatu obecnego w Emulsji 3 przechowywanej przez czas 70 dni w 25°C.
Zgodnos¢ czasow retencji potwierdza, ze koniugat nie ulega zmianom jakosciowym jako
substancja aktywna formulacji przechowywanej w wyzej wspomnianych warunkach. W
pracy potwierdzono zgodno$¢ czaséw retenciji wzorcow wszystkich badanych jasmonidow z
tymi obecnymi w przygotowanych formulacjach przechowywanych przez okres 70 dni
w temperaturze 4 oraz 25°C.
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Rys. 71. Zestawienie chromatograméow wzorca koniugatu JA-YPFF-NH; oraz koniugatu
obecnego w Emulsji 3 przechowywanej przez czas 70 dni w 25°C

Przeprowadzono takze oznaczanie ilosciowe JA i jego pochodnych w przygotowanych
formulacjach przechowywanych w wyzej wspomnianych warunkach. Analiza iloSciowa
miata na celu okreSlenie zmian stezenia jasmonidéw w otrzymanych preparatach
kosmetycznych. W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki analizy iloSciowe;
jasmonidow w przygotowanych preparatach po okresie przechowywania 70 dni w
temperaturze 4 oraz 25°C. Nie przedstawiono natomiast wynikéw dla preparatow
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przechowywanych w temperaturze 45°C. W oparciu o wyniki badan stabilnosci preparatow
metodg MLS oraz LD w 45°C stwierdzono, ze Emulsja 3 jest jedyng stabilng formulacjg
podczas przechowywania w temperaturze 45°C. Pozostate emulsje (1 oraz 2) zostaty
uznane za niestabilne podczas przechowywania w 45°C. Substancja aktywna stanowi
czes¢ kompozycji preparatu kosmetycznego. W zwigzku z powyzszym, brak stabilnosci
preparatu czyni go niezdatnym do uzytku nawet, jesli iloS¢ substanciji aktywnej nie zmienia
sie w czasie.

Stezenie badanych substancji obliczono w oparciu o réwnania regresji liniowej,
przedstawione w tabeli 20. Dodatkowo, obliczono procentowy ubytek jasmonidu
w odniesieniu do jego poczatkowej zawartosci w analizowanej formulacji. Przy zatozeniu, ze
jasmonidy nie ulegajg degradacji w otrzymanych preparatach kosmetycznych, ich catkowite,
teoretyczne stezenie w probce przygotowanej do analizy HPLC wynosi 5 mg/mL (paragraf
17.9.3). Wyniki analizy iloSciowej kwasu jasmonowego i jego pochodnych
w przygotowanych formulacjach przedstawiono w tabeli 21.

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

25 °C, cze$c I.
TEMPERATURA OBLICZONE SREDNIA WARTOSC
BADANY ZWIAZEK PREPARAT PRZECHOWYWANIA STEZENIE UBYTKU JASMONIDU
('C) (mg/mL, + S.D") (%)
e 1 4 5155 + 0,000 0,00*
J 25 4,830 + 0,460 3.4
Erisia 2 4 4,830 + 0,460 3.4
) 25 4,480 + 0,956 10,4
Erisia 3 4 5.155 + 0,000 0,00*
JA ) 25 4,480 + 0,956 10,4
, 4 4,830 + 0,460 3,4
26l PAA 25 4480 + 0956 104
. 4 4,830 + 0,460 3,4
Zel HEC 25 4480 + 0956 104
Erisia 1 4 5,000 + 0,000 0,00
) 25 4,680 + 0,460 6,40
Erisia 2 4 4354 + 0,000 12,92
J 25 4 354 + 0,000 12,92
Erisia 3 4 5,205 + 0,283 0,00%
MeJ J 25 4,354 + 0,000 12.92
, 4 4,680 + 0,460 6,40
26l PAA 25 4354 + 0,000 12.92
. 4 4,680 + 0,460 6,40
26l HEC 25 4,354 + 0,000 12.92
e 1 4 5,205 + 0,425 0,00%
J 25 5,005 + 0,000 0,00
Emulsia 2 4 5,005 + 0,000 0,00*
) 25 4,805 + 0,283 3.90
Erisia 3 4 5,155 + 0,212 0,00%
MeDHJ ) 25 4,955 + 0,495 0,90
: 4 5,155 + 0,212 0,00
Zel PAA 25 5005 + 0,000 0.00*
. 4 5,155 + 0,212 0,00*
26l HEC 25 5005 + 0,000 0.00*
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Tabela 21, czesC Il.

TEMPERATURA OBLICZONE SREDNIA WARTOSC
BADANY ZWIAZEK PREPARAT PRZECHOWYWANIA STEZENIE UBYTKU JASMONIDU

(C) (mg/mL, £ S.D") (%)

Enulsia 4 5,205 + 0,425 0,00*

usl 25 5.005 + 0,000 0,00*

Enulsia 2 4 5.005 + 0,000 0,00*
usl 25 4805 + 0,283 3.90

IAYPFENH, 4 5.155 + 0,212 0,00
uisja 25 4955 + 0 495 0,90

- 4 5,005 + 0,000 0,00*
Zel PAA 25 4,955 + 0,495 0.90

- 4 5,005 + 0,000 0,00*
Z6l HEC 25 4,955 + 0495 0.90
Emuisia 1 4 4,955 + 0,322 0,90
u's) 25 4,940 + 0,322 120
a2 4 4,800 + 0,088 400
) 25 4.800 + 0,088 400
. 4 4,955 + 0,322 0,90
JA-YYKS-NH,  Emulsja 3 5 4940 £ 0322 20
. 4 5,000 + 0,00 0,00
ZelPAA 25 4,955 + 0,322 0,90
. 4 4964 + 0,376 0,80
26l HEC 25 4,955 + 0,322 0,90

18.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe

W oparciu o wyniki badan przedstawione w tabeli 21 stwierdzono, ze wszystkie badane
jasmonidy wykazujg wigkszg stabilnoS¢ w preparatach przechowywanych w temperaturze
4°C. Zwigzek MeDHJ wykazat sie najwiekszg stabilno$cig spo$rdd badanych jasmonidéw,
bowiem zaobserwowano jego najnizszy ubytek w formulacji po 70 dniach przechowywania
w temperaturze 4 oraz 25°C. Stwierdzono réwniez wysokg stabilno$¢ koniugatow
JA-YPFF-NH, oraz JA-YYKS-NH,, poniewaz ich ubytek w formulacji nie przekraczat
odpowiednio 3,90 % oraz 4,00 % poczatkowego stezenia. Stwierdzono réwniez,
Ze najmniej stabilnym jasmonidem sposrod badanych zwigzkdw jest Med przechowywany
w temperaturze 25°C, bowiem jego ubytek wynosit 12,92 %. Zaobserwowano,
ze w niektorych przypadkach (m.in. MeDHJ + Emulsja 1, JA-YPFF-NH, + Emulsja 1)
obliczone stezenie przekracza poczatkowg, teoretyczng zawarto$¢  jasmonidu
w otrzymanym preparacie (5 mg/mL). Wéwczas $rednia warto$¢ ubytku jasmonidu zostata
oznaczona jako 0,00%* i jest ona prawdopodobnie wynikiem btedu aparaturowego oraz/lub
analitycznego,  popetnionego  przy odwazaniu  substancji aktywnej podczas
przygotowywania formulacji kosmetycznej, badz przy przygotowywaniu nawazki preparatu,
z ktérej wykonywano prébki do analizy HPLC.

PODSUMOWUJAC, w niniejszej pracy doktorskiej opracowano metodyke oznaczania
jasmoniddw i ich pochodnych w formulacjach kosmetycznych. Przed rozpoczeciem badan
przeprowadzono walidacje metody analitycznej. Wyznaczone krzywe regresji liniowej
charakteryzowaty sie wysokimi wspotczynnikami korelacji, co $wiadczy o liniowosci metody
w okreslonym przedziale stezen substancji aktywnej. Wyznaczono takze czasy retencji
badanych zwigzkéw. Ponadto, zdeterminowano wptyw warunkdéw przechowywania
przygotowanych preparatow na stabilno$¢ jasmonidéw w ich kompozycji. Stwierdzono,
ze wszystkie badane jasmonidy wykazujg wigkszg stabilnos¢ w preparatach
przechowywanych w temperaturze 4°C. Jest to prawdopodobnie zwigzane z faktem,
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ze kwas jasmonowy i jego pochodne zaliczane sg do grupy VOCs, ktére w wyzszych
temperaturach fatwo przechodzg w posta¢ pary lub gazu. Dzieki takim wtasciwosciom,
jasmonidy biorg udziat w tzw. ,komunikacji® miedzy sasiadujacymi roslinami, co jest
nieodzownym elementem ich obrony na atak patogendw i innych czynnikéw stresowych
[402]. W zwigzku z powyzszym, im nizsza temperatura przechowywania, tym lepsza
stabilno$C preparatow zawierajacych jasmonidy. Ponadto, producenci wzorcow kwasu
jasmonowego i jego pochodnych zalecajg przechowywanie produktéw w niskich
temperaturach w celu przedtuzenia okresu ich trwato$ci i stabilnosci [403].

20.9. Badanie przenikania substancji aktywnych przez bariery imitujace skére in vitro

llo$¢ substanciji aktywnej, jaka uwalnia si¢ z podtoza kosmetycznego, ma znaczacy wptyw
na skuteczno$¢ jej dziatania. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badania in vitro,
przeprowadzonego w celu oceny teoretycznej ilosci jasmonidéw i ich pochodnych uwalnianych
z przygotowanych preparatow kosmetycznych wskutek dyfuzji przez semiprzepuszczalne
membrany imitujgce bariery skérne. W pracy zbadano réwniez wplyw poszczegolnych
czynnikow (lepkosci formulacji oraz modyfikacji czasteczki) na stopien przenikania substancii
aktywnych przez membrany imitujace skore in vitro.

W wyniku uwalniania czasteczek substancji aktywnej z podtoza, nastepuje zmiana jej
stezenia w roztworze akceptorowym. W zwigzku z powyzszym, ilo$¢ uwolnionej substancii jest
obliczana w oparciu 0 pomiar zmian absorbancji w czasie zgodnie z prawem Lamberta-Beera.
Pomiar ten prowadzony jest przy analitycznej dtugo$ci fali badanego zwigzku. Wyniki badan
kinetyki uwalniania substancji aktywnych in vitro przedstawiane sg w postaci profilu uwalniania
majacego charakter krzywej zaleznosci % uwalniania substancji aktywnej od czasu.
Dostepnos¢ substancji aktywnej jest mierzona w warunkach laboratoryjnych i okresla ilos¢
tejze substancji, jaka uwalnia sie¢ z preparatu i przechodzi przez membrane do ptynu
akceptorowego. Kazdy pomiar powtarzano trzykrotnie, a nastepnie obliczono warto$¢ srednig
oraz odchylenie standardowe. Na rys. 72 - 73 przedstawiono profile uwalniania jasmonidéw 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-NH. (B) z przygotowanych formulacji kosmetycznych.
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20.9.1. Wptyw lepkosci na ilos¢ uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych
z przygotowanych formulacji

W oparciu o przedstawione profile uwalniania stwierdzono, ze bez wzgledu na badang
substancje aktywng, najwigksza ilos¢ jasmonidéw jest uwalniana z zelu PAA. Warto$ci te
dla JA, MeJ oraz MeDHJ wynoszg odpowiednio 44,99, 45,37 oraz 62,50 % (rys. 72).
Podobne obserwacje odnotowano w przypadku koniugatow JA-YPFF-NH, oraz JA-YYKS-
NHy, ktérych dyfuzja transmembranowa z Zelu PAA do roztworu akceptorowego zachodzita
odpowiednio w 68,75 % oraz 65,28 % (rys. 73). W przypadku zelu HEC ilo$¢ uwolnionych
jasmonidow jest nizsza, niz w przypadku zelu PAA, bowiem dla JA, MeJ oraz MeDHJ
wynosi  odpowiednio 38,87 %, 39,74 % oraz 58,91 %. Analogiczne spostrzezenia
otrzymano dla badanych koniugatéw, ktorych czasteczki dyfundowaty z Zelu HEC do
medium w 63,34 % (JA-YPFF-NH2) oraz 60,51 % (JA-YYKS-NHz). Analizujgc wyniki
uwalniania jasmonidéw z Emulsji 1 stwierdzono, ze ilo$¢ uwolnionych substancji aktywnych
jest mniejsza, niz w przypadku zelu PAA oraz HEC i wynosi 32,48 % dla JA, 30,82 % dla
Med, 56,42% dla MeDHJ, 59,06% dla JA-YPFF-NH, oraz 50,09% dla JA-YYKS-NH.
Odnotowano réwniez, ze w poréwnaniu z wynikami otrzymanymi dla Emulsji 1, dyfuzja
czasteczek badanych substancji z Emulsji 3 zachodzi w mniejszym stopniu i dla JA, MeJ,
MeDHJ wynosi odpowiednio 28,50, 27,91 oraz 46,02 %. Podobne obserwacje otrzymano
dla badanych koniugatow, dla ktérych ilo$¢ uwalniania z Emulsji 3 byta réwna 55,45 % dla
JA-YPFF-NH, oraz 42,99 % dla JA-YYKS-NHy. W przeciwienstwie do Zelu na bazie
karbomeru kwasu akrylowego, uwalnianie JA, MeJ oraz MeDHJ z Emulsji 2 zachodzito w
najmniejszym stopniu, a ilo$¢ uwolnionej substancji aktywnej wynosita odpowiednio 20,89,
20,42 oraz 20,01 %. Analogiczne wnioski otrzymano w oparciu o analize profili uwalniania
badanych koniugatéw z Emulsji 2, bowiem ilo§¢ JA-YPFF-NH, uwalnianego do medium
wynosita 4,09 %, natomiast ilo$¢ uwalnianego JA-YYKS-NH; wynosita 10,93 %.

Otrzymane wyniki wskazujg na kluczowy wptyw lepkosci podtoza na ilos¢ uwalniane;
substancji. Uwalnianie badanych jasmonidéw zachodzi w najwiekszym stopniu z zelu PAA,
charakteryzujacego sie najmniejszg lepkoScig sposrod wszystkich przygotowanych
formulaciji (zakres 7 100 - 7 700 mPa x s). Nieco mniejsza ilo$¢ badanych substancji jest
uwalniania z zelu HEC, ktdrego lepkos¢ miesci sie w zakresie 8 000 - 8 400 mPa x s.
Analizujgc wyniki uwalniania jasmonidéw z Emulsji 1 (zakres lepko$ci 14 400 - 15 400 mPa
x s) stwierdzono, Ze ilo$¢ uwolnionych substanciji aktywnych jest mniejsza w poréwnaniu z
zelem PAA, ale wieksza w poréwnaniu z Emulsjg 3 (zakres lepko$ci 24 600 - 25 400
mPa x s). Formulacjg o najwigkszej lepkosci jest Emulsja 2 (zakres 106 800 - 107 700 mPa
x s), z ktorej badane substancje aktywne dyfundujg w najmniejszym stopniu.

20.9.2. Wpltyw lepkosci na wspotczynnik dyfuzji kwasu jasmonowego i jego pochodnych
z przygotowanych formulacji

W pracy obliczono takze wspdiczynnik dyfuzji (D) badanych substancji aktywnych,
wykorzystujgc rdwnanie Einsteina-Smoluchowskiego:

D= KT (14)
~ 6t ’

gdzie:

D - wspétczynnik dyfuzji (m?/s),

T - temperatura w stopniach Kelvina (K),

K - stata Boltzmana [1,380658E-23 + 1.2E-28 (J/K),
n - lepko$¢ preparatu (Pa x s),

r - promien dyfundujacej czasteczki (A).
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Promien czasteczki (r), obecny we wzorze na wspdiczynnik dyfuzji, obliczono
wykorzystujac réwnanie (15). Wartosci objeto$ci czasteczek, niezbedne do kalkulacji ich
promienia, obliczono z wykorzystaniem programu Calculation of Molecular Properties and
Bioactivity Score, Molinspiration Cheminformatics [404].

313V
r= \/; (15),

gdzie:
r - promien dyfundujacej czasteczki (A),

V - objeto$¢ dyfundujacej czasteczki (A3).

Wyniki kalkulacji wartosci promieni czasteczek badanych substancji aktywnych
przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Wartosci objeto$ci oraz promieni czasteczek kwasu jasmonowego i jego

pochodnych.
BADANY ZWIAZEK V (A3, #S.D.1) r (A, £S.D.1)
JA 209,42+0,52 3,68+0,01
MeJ 226,95%0,57 3,78+0,01
MeDHJ 233,131£0,58 3,82+0,02
JA-YPFF-NH; 718,14+1,79 5,5620,01
JA-YYKS-NH; 698,05+1,74 5,50£0,02

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

Zaobserwowano, ze najwiekszym promieniem cechuje sie czasteczka koniugatu
JA-YPFF-NH; (5,56+0,01 A), natomiast najmniejszym — czasteczka kwasu jasmonowego
(3,68+0,01 A). W tabeli 23 przedstawiono wartosci wspdtczynnika dyfuzji dla otrzymanych
formulacji kosmetycznych zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne.
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Tabela 23. Warto$ci wspotczynnikéw dyfuzji dla substanciji aktywnych uwalnianych
z przygotowanych formulacii.

FORMULACJA Lepkos$¢ (mPa x s, £ S.D.) D x 10" (m?s)
Emulsja 1+ JA 14 900 + 400 40,69
Emulsja 2 + JA 107 200 £ 300 5,66
Emulsja 3 + JA 25100 £ 300 24,25
Zel PAA + JA 7500 £ 100 80,95
Zel HEC + JA 8300 £ 100 63,16
Emulsja 1+ MeJ 14 900 + 400 39,61
Emulsja 2 + MeJ 107 300 + 400 5,51
Emulsja 3 + MeJ 25000 £ 400 23,61
Zel PAA + MeJ 7400 £ 300 78,81
Zel 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 25000 + 300 23,40
Zel PAA + MeDHJ 7400 £ 100 78,11
Zel HEC + MeDHJ 8 100 £ 200 60,94
Emulsja 1+ JA-YPFF-NH; 14 900 £ 500 26,99
Emulsja 2 + JA-YPFF-NH; 107 300 + 200 3,75
Emulsja 3 + JA-YPFF-NH, 25100 £ 300 16,08
Zel PAA + JA-YPFF-NH, 7500 + 200 53,58
Zel HEC + JA-YPFF-NH, 8200 £ 300 41,88
Emulsja 1+ JA-YYKS-NH; 14 900 £ 500 27,24
Emulsja 2 + JA-YYKS-NH. 107 200 + 300 3,79
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH, 25000 £ 400 16,24
Zel PAA + JA-YYKS-NH; 7400 + 200 54,19
Zel HEC + JA-YYKS-NH, 8200 + 100 42,28

18.D. - ang. standard deviation, odchylenie standardowe

W oparciu o wyniki kalkulacji przedstawionych w tabeli 23 wykazano $cistg zaleznos¢
pomiedzy lepkoscig podtoza a szybkoscig dyfuzji czasteczek substancji aktywnych.
Wartos$¢ wspdtczynnika D jest odwrotnie proporcjonalna do lepkosci, tak wiec im wieksza
lepko$¢ badanej formulacji, tym wolniejsza dyfuzja czasteczek substancji czynnej do
medium. Najmniejszg warto$¢ wspdiczynnika dyfuzji jasmonidéw zaobserwowano dla
Emulsji 2, ktéra cechuje sie najwiekszg lepko$cig spo$rdd wszystkich przygotowanych
formulacji. W zwigzku z powyzszym dyfuzja danej substancji czynnej z Emulsji 2 do
medium zachodzi najwolniej. Zel na bazie karbomeru kwasu akrylowego charakteryzuje sie
najwiekszg warto$cig wspoétczynnika D, co jest zwigzane z jego niewielkg lepko$cia, dziki
czemu stanowi najlepsze podioze do uwalniania badanych substancji. Przyktadowo,
warto$¢ wspotczynnika dyfuzji dla czasteczki koniugatu JA-YYKS-NH, z Emulsji 2 wynosi
3,79 m?/s, natomiast z zelu PAA - 54,19 m?/s. Zaleznos¢ pomiedzy lepkoscig a szybkoscig,
dyfuzji substancji aktywnej zostata juz opisana w literaturze naukowej m.in. przez Masaro i
Zhu [405] oraz Li i in. [406]. WnioskowaC zatem mozna, ze lepko$¢ podtoza jest czynnikiem
limitujgcym nie tylko ilos¢, ale rowniez szybko$C dyfuzji substancji aktywne;.
Zaobserwowano takze zalezno$¢ pomiedzy promieniem czasteczki a szybkoscig jej dyfuzji
do medium. W oparciu o wyniki kalkulacji wnioskowa¢ mozna, ze im mniejsza czasteczka,
tym szybsza jej dyfuzja przez semiprzepuszczalng membrang. Przyktadowo, warto$¢
wspdtczynnika D dla czasteczki JA z zelu PAA wynosi 80,95 x 1014 m2/s, natomiast dla
koniugatu JA-YPFF-NH; jest ona rowna 53,58 x 10 m?s. Analogiczne obserwacje
odnotowano w przypadku pozostatych formulacji. Otrzymane obserwacje prowadzg do
wnioskow, ze szybko$¢ dyfuzji czasteczek substancji aktywnej z preparatu do medium
zalezy przede wszystkim od lepkosci podioza oraz wielkoSci czasteczki. Nalezy jednak
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wspomnie¢, ze kalkulacja wartosci wspdtczynnika D ma charakter teoretyczny. Objetos¢
czasteczki nie jest bowiem mierzona do$wiadczalnie, jest natomiast wynikiem estymacji
z wykorzystaniem programu komputerowego. Obliczona warto$¢ r czasteczki moze byé¢
zatem obarczona btedem matematycznym. Ponadto, wzér na wspdiczynnik dyfuzji nie
uwzglednia wptywu lipofilowosci czasteczki na ilos¢ jej uwalniania z danego podtoza.

20.9.3. Wplyw lipofilowosci czasteczki kwasu jasmonowego i jego pochodnych na ilosé
ich uwalniania z przygotowanych formulacji

W nawigzaniu do danych literaturowych, ilo§¢ uwalnianej substancji moze zaleze¢ takze
od lipofilowos$ci czasteczki [407]. W celu lepszej interpretacji wynikow obliczono teoretyczny
wspdtczynnik podziatu oktanol-woda (logP) badanych zwigzkdéw. W tym celu wykorzystano
program Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score, Molinspiration
Cheminformatics [404]. Zgodnie z deklaracjq producenta, bfad statystyczny przekracza
wartos¢ 1% jedynie dla 3,5 % estymacji parametru logP, natomiast 80,2% analiz jest
obcigzonych btedem ponizej 0,25%, co moze oznaczaC wysokq wiarygodnos¢ obliczen
uzyskanych za pomocg prezentowanego programu. Wyniki estymacji wskazaty, ze wartos¢
logP wszystkich badanych jasmonidéw przekraczajg warto$¢ jednosci. W nawigzaniu do
danych literaturowych, zwigzki o wartosci logP<1 majq charakter hydrofilowy, natomiast
zwigzki o wartosci logP>1 majg charakter hydrofobowy [408]. W zwigzku z powyzszym,
wszystkie badane jasmonidy sg zwigzkami lipofilowymi, ktére mogg oddziatywa¢ z fazg
ttuszczowg Emulsji 2, co moze utrudnia¢ ich dyfuzje z podtoza kosmetycznego do medium
o charakterze hydrofilowym.

20.9.4. Wptyw grupy modyfikujacej kwas jasmonowy na ilos¢ jego uwalniania
z przygotowanych formulacji
W pracy zbadano réwniez wptyw grupy modyfikujacej kwas jasmonowy na ilos¢
substancji uwalnianej z badanej formulacji. Na rys. 74 przedstawiono poréwnanie profili
uwalniania kwasu jasmonowego oraz koniugatéw JA-YPFF-NH2 oraz JA-YYKS-NH; z Zelu
PAA, stanowigcego wedtug przedstawionych powyzej badan najlepsze podtoze do
uwalniania substancji aktywnych.
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& 80 —=—Zel PAA + JA-YYKS-NH: M= 764 Da
g 704 V=718,14 A’
2 g0 M= 751 Da
a ] 5 3
T 50- V=698,05 A
S 4] M=210 Da
g ] V=209,42 A’
:g 30
2 9204
10 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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Rys. 74. Wptyw modyfikacji czasteczki kwasu jasmonowego na ilo$¢ jego uwalniania z zelu
PAA.

Zaobserwowano, ze pomimo zwiekszenia objetoSci czasteczki substancji aktywnej,
modyfikacja czasteczki JA za pomocq tetrapeptydu YPFF-NH, oraz YYKS-NH. pozytywnie
wptywa na ilo§¢ uwalnianej substancji aktywnej. Wzrost ilosci substancji aktywnej,
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uwalnianej z zelu PAA wskutek modyfikacji czasteczki kwasu jasmonowego jest
prawdopodobnie spowodowany zmiang jej lipofilowosci. Odwrotny efekt zaobserwowano
w przypadku uwalniania JA oraz obu koniugatow z Emulsji 2. Najmniej lipofilowy zwigzek
(JA) uwalnia si¢ z Emulsji 2 w 20,89 %, podczas gdy koniugat JA-YPFF-NH. - 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 rowniez ocene dopasowania wybranych modeli
kinetycznych (zerowego rzedu, pierwszego rzedu, Higuchiego oraz Korsmeyera-Peppasa)
do uzyskanych danych empirycznych uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych
z przygotowanych formulacji. Analiza kinetyki uwalniania substancji aktywnych z podtoza
ma kluczowe znaczenie w farmacji oraz przemysle kosmetycznym. Parametr ten umozliwia
ocene szybkoSci dziatania substancji i moze by¢ niezwykle pomocny na etapie
projektowania oraz modyfikacji formy transportu substancji aktywnej w celu osiggniecia
pozadanego efektu terapeutycznego.

W celu oceny dopasowania modelu kinetycznego sporzadzono wykresy zaleznosci
zaprezentowanych w tabeli 24, a nastepnie wyznaczono wspétczynnik korelacji R? dla
uzyskanych profili uwalniania. Na rys. 75 przedstawiono profile uwalniania koniugatu
JA-YPFF-NH2 z Zelu PAA reprezentujgce zalezno$ci charakterystyczne dla wszystkich
badanych modeli kinetycznych.
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Rys. 75. Profile uwalniania koniugatu JA-YPFF-NH; z Zelu PAA reprezentujace zaleznosci
charakterystyczne dla wszystkich badanych modeli kinetycznych.

Analogiczne profile uwalniania sporzadzono réwniez dla pozostatych jasmonidéw (JA,
MeJ, MeDHJ oraz JA-YYKS-NH.) uwalnianych ze wszystkich przygotowanych formulacii.
Nastepnie wyznaczono réwnania profili uwalniania oraz wspétczynnik korelacji R? (tabela
24) bedacy jedng z podstawowych miar jakosci dopasowania modelu. Dopasowanie
modelu jest tym lepsze, im warto$¢ wspétczynnika R2 jest blizsza jednosci [409].
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Tabela 24. Ocena dopasowania réwnania profili uwalniania do wybranych modeli kinetycznych w oparciu o warto$¢ wspétczynnika korelacji R2.

LA EN AR CALKOWITA ILOSC SUBSTANCUI
BADANA FORMULACJA 0-GOo RZEDU 1-GO RZEDU HIGUCHIEGO KORSMEYERA-PEPPASA o
R? R2 R? Ke (h17) R2 UWOLNIONEJ Z FORMULACJI (%)

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
Zel PAA + JA 0,95470 0,96747 0,97905 13,81698 0,98603 1,51 44,99
Zel 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
Zel PAA + MeJ 0,69805 0,74245 0,94648 20,21224 0,55927 45,37
Zel 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
Zel PAA + MeDHJ 0,58092 0,64531 0,98632 36,91254 0,51967 62,50
Zel HEC + MeDHJ 0,78304 0,72257 0,97971 30,92274 0,5997 58,91
Emulsja 1 + JA-YPFF-NH, 0,85634 0,95628 0,96713 11,1715 0,63291 59,06
Emulsja 2 + JA-YPFF-NH, 0,78256 0,98853 0,99489 0,775 0,87876 4,09
Emulsja 3 + JA-YPFF-NH, 0,95570 0,89207 0,99363 8,864 0,79281 55,48
Zel PAA + JA-YPFF-NH, 0,95609 0,96422 0,97280 19,207 0,69871 68,75
Zel HEC + JA-YPFF-NH, 0,95784 0,81445 0,98419 15,008 0,71811 63,34
Emulsja 1 + JA-YYKS-NH, 0,89106 0,94188 1,00000 20,47405 0,63829 50,09
Emulsja 2 + JA-YYKS-NH, 0,94451 0,95267 0,99093 11,35177 0,70403 10,93
Emulsja 3 + JA-YYKS-NH; 0,80255 0,96498 0,98562 17,55727 0,60125 42,99
Zel PAA + JA-YYKS-NH. 0,96583 0,84794 0,97859 24,83203 0,69693 65,28
Zel HEC + JA-YYKS-NH, 0,79636 0,87675 098383 2291877  0,59970 60,51

¢ Kn - stata szybko$ci procesu uwalniania zgodnie z modelem Higuchiego, n - wyktadnik dyfuzyjny, R2- wspotczynnik korelacji.
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W oparciu o analize wartosci parametru R? obliczonego dla profili uwalniania badanych
jasmonidéw z przygotowanych formulacji stwierdzono, ze uwalnianie kwasu jasmonowego
zachodzi zgodnie z modelem Korsmeyera-Peppasa. Wysokie dopasowanie danych
empirycznych do modelu kinetycznego umozliwia ocene mechanizmu dyfuzji czasteczek JA
przez semiprzepuszczalng membrane w oparciu o analize wyktadnika dyfuzyjnego n.
Warto$¢ wykfadnika dyfuzyjnego wyznaczana jest z nachylenia krzywej i jest réwna
wspotczynnikowi  kierunkowemu w réwnaniu  opisujacym 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 rzedu (tzw. ,przypadek II”), natomiast dla n > 1 okreslany
jest jako transport super zerowego rzedu [410]. W zwigzku z powyzszym stwierdzono,
ze uwalnianie JA z Emulsji 2 zachodzi na drodze dyfuzji Ficka, w przypadku Emulsji 1 oraz
3 ma ono charakter anomalny, natomiast w przypadku Zelu PAA oraz HEC, uwalnianie
kwasu jasmonowego ma charakter transportu super zerowego rzedu. Zauwazy¢ mozna
rowniez, ze im mniejsza lepko$¢ formulacji (Emulsja 2 > Emulsja 3 > Emulsja 1 > Zel HEC
> Zel PAA), tym mniejsza zgodno$é uwalniania kwasu jasmonowego z mechanizmem
dyfuzji wg. Ficka. Ze wzgledu na stabe dopasowanie profili uwalniania pozostatych
jasmonidow do modelu Korsmeyera-Peppasa, wiarygodne wartosci ich wyktadnikow
dyfuzyjnych nie zostaty zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej.

W oparciu o wyniki przedstawione w tabeli 24 stwierdzono, ze uwalnianie MeJ, MeDHJ,
JA-YPFF-NH, oraz JA-YYKS-NH, ze wszystkich przygotowanych formulacji zachodzi
zgodnie z modelem Higuchiego ze wzgledu na najwyzszy wspotczynnik korelacji R?
w poréwnaniu z pozostatymi modelami kinetycznymi. Zgodno$¢ profilu uwalniania
z modelem Higuchiego umozliwia kalkulacje tzw. ,statej Higuchiego” (Kk), charakteryzujacej
szybkos¢ uwalniania substancji aktywnej z badanych formulacji. Pomimo najlepszego
dopasowania profili uwalniania JA do modelu Korsmeyera-Peppasa, wartoSci
wspdtczynnika R2? dla modelu Higuchiego byly réwniez zadowalajace (>0,97900).
W zwigzku z powyzszym, w pracy przedstawiono wyniki kalkulacji parametru Ky dla
wszystkich badanych jasmonidow i ich pochodnych. Niezaleznie od rodzaju badanej
substanciji, najnizsze wartosci statej Higuchiego zaobserwowano dla Emulsji 2 (formulacja
0 najwiekszej lepkosci), natomiast najwyzsze - dla Zelu PAA (formulacja o najmniejszej
lepkos$ci). Zalezno$¢ pomiedzy lepko$cig a statg szybkosci uwalniania substancji aktywnej
zostata juz opisana w literaturze naukowej m.in. przez Malzfeldta [411], Babara i in. [412]
oraz Welina-Bergera i in [413].

Odnotowano takze roznice pomiedzy obliczonymi wartosciami wspdtczynnika dyfuzji D
(m#s), a wartosciami statej Higuchiego Ku (h'2), wyznaczonymi w oparciu o profile
uwalniania substancji aktywnych z przygotowanych formulacji. Jak juz wspomniano,
warto$¢ wspdtczynnika D jest Scisle zwigzana z rozmiarem dyfundujacej czasteczki - im
mniejsza czasteczka, tym szybsza jej dyfuzja przez pory membrany. W zwigzku
z powyzszym stwierdzi¢ mozna, ze podczas kalkulacji parametru D, rozmiar czasteczki
nalezy uzna¢ za czynnik limitujgcy uwalnianie substancji do medium. Teoria ta jest
prawidtowa w przypadku, gdy rozmiary czastek dyfundujacej substancji sg zblizone do
rozmiaréw poréw membrany [414]. Jak juz wcze$niej wspomniano (paragraf 8.1.1), warto$¢
parametru MWCO membrany Cuprophan, wykorzystywanej w badaniach uwalniania
jasmonidéw z przygotowanych formulaciji, wynosi 7-17 kDa. Rozmiar czasteczki badanych
substancji miesci si¢ natomiast w zakresie 210 - 751 Da, w zwigzku z czym nie jest on
czynnikiem limitujgcym uwalnianie badanych substancji aktywnych. Stwierdzono wiec, ze
wartosci statej Higuchiego stanowig doktadniejsze odzwierciedlenie statej szybkosci
uwalniania substancji, bowiem zostaly wyznaczone w oparciu o dane empiryczne,
przedstawione w postaci profili uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych
z badanych formulacji. Nalezy takze podkreslic, ze zaréwno wartos¢ wspotczynnika D, jak
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i statej Ky odzwierciedlajg szybko$¢ dyfuzji czasteczek substancji aktywnej, a nie catkowitg
ilo$¢ tejze substancji, jaka jest uwalniania z podtoza do medium. Wnioskowaé zatem
mozna, ze lepko$¢ podtoza jest czynnikiem limitujacym nie tylko ilo$¢, ale rowniez szybko$¢
uwalniania substancji aktywne;.

PODSUMOWUJAC, przeprowadzone badania uwalniania in vitro jasmonidéw i ich
pochodnych z przygotowanych formulacji, jak rowniez kalkulacje teoretyczne wykazaty, ze
dobdr wiasciwego podtoza warunkuje ich dostepno$¢ oraz skuteczno$¢ dziatania.
Zaobserwowano $cistg zalezno$¢ pomiedzy lepkoscig podioza a iloscig uwolnione
substancji aktywnej. Najlepsze podtoze do uwalniania jasmonidéw stanowi hydrofilowy Zel
PAA, charakteryzujacy sie niewielkg lepko$cig, natomiast najgorsze podtoze stanowi
Emulsja 2 typu w/o, charakteryzujgca sie najwiekszg lepkoscig spoérdd wszystkich
przygotowanych formulacji. Zaobserwowano takze, ze podtoza o niskiej lepkosci warunkujg
szybsze uwalnianie jasmoniddw i ich pochodnych do medium w poréwnaniu z preparatami
0 wiekszej lepko$ci. Ponadto, badania wykazaty, Zze poprzez modyfikacje kwasu
jasmonowego za pomocg Wwybranych tetrapeptydow zmienia sie lipofilowos¢ JA.
W konsekwencji zwigksza sie iloS¢ uwolnionej substancji aktywnej z przygotowanych
hydrozeli (PAA oraz HEC) w poréwnaniu z kwasem jasmonowym. W oparciu 0 wyniki
obliczen teoretycznych stwierdzono, ze wszystkie profile uwalniania JA z badanych
preparatdw sg najbardziej zgodne z modelem Korsmeyera-Peppasa, natomiast profile
uwalniania pozostatych jasmonidow i ich pochodnych sg zgodne z modelem kinetycznym
Higuchiego. Dobre dopasowanie danych empirycznych umozliwito obliczenie statej
Higuchiego, stanowigcej teoretyczny wyznacznik statej szybkosci uwalniania jasmonidow
i ich pochodnych z przygotowanych formulacji.

20.10. Badanie in vivo efektywnosci dziatania przygotowanych formulacji zawierajacych
pochodne kwasu jasmonowego

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono réwniez badanie in vivo efektywnosci
dziatania przygotowanych formulacji zawierajacych pochodne kwasu jasmonowego. Sposrod
przygotowanych preparatéw do badan na probantach wybrano zel HEC, dla ktorego otrzymano
zadowalajace wyniki badan uwalniania substancji aktywnych in vitro. Ze wzgledu na obszar
skory, na ktérym testowano preparaty (okolica oka), nie wykorzystano do badan zelu PAA,
ktory ze wzgledu na zawartos$¢ izopropanolu mégtby powodowac wysuszenie skéry probantow.
Do badan wybrano zaprojektowane koniugaty (JA-YPFF-NH, oraz JA-YYKS-NHz), poniewaz
sq to nowe substancje, ktére nie zostaty dotychczas przebadane pod katem potencjalnego
dziatania pielegnacyjnego.

Przed przystapieniem do badan in vivo, oszacowano potencjalne szkodliwe dziatanie
badanych zwigzkéw na skére z wykorzystaniem aplikacji Toxtree [415]. Odnotowano,
Ze zaprojektowane koniugaty nie wykazujg dziatania geno- oraz cytotoksycznego. Ponadto,
nie majg one dziatania draznigcego na skore.

Tetrapeptyd Ac-YPFF-NH; jest dostepny komercyjnie jako sktadnik preparatu Skinasensyl
i jest syntetycznym zwigzkiem, ktory nasladuje naturalny peptyd opioidowy (jest agonistg
receptorow opioidowych) [416]. Zwigzek ten redukuje wydzielanie CGRP, gtéwnego
neuromediatora nerwowych wiokien czuciowych, odpowiedzialnego miedzy innymi
za przekazywanie uczucia bolu [417]. Miejscowa aplikacja Ac-YPFF-NH; ostabia stymulacje
zakonczen nerwowych umiejscowionych w skorze. Skutkuje to obnizeniem wrazliwo$ci skory
podatnej na dziatanie zewnatrzpochodnych czynnikéw draznigcych [418]. Ponadto, wyniki
badan przeprowadzonych przez Gillesa [418] dowiodly, Ze stosowanie preparatu
zawierajgcego Ac-YPFF-NH> powoduje wzrost progu tolerancji probantow na wysokg
temperature (uczucie dyskomfortu i bolu) w poréwnaniu do emulsji ,placebo”. Ponadto,
w sekwencji tetrapeptydu Ac-YPFF-NH> obecna jest prolina, ktéra wraz z hydrohsyproling oraz
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glicyng stanowi podstawowg jednostke budulcowg o-kolagenu typu |, najbardziej
powszechnego ze wszystkich rodzajéw kolagenu wystepujacych w ludzkiej skorze [419]. Na
etapie projektowania czasteczki koniugatu JA-YPFF-NH, zaktadano, ze substancja ta bedzie
taczy¢ aktywno$¢ biologiczng zaréwno kwasu jasmonowego, jak i tetrapeptydu YPFF-NH;,
w zwigzku z czym bedzie redukowac¢ nadwrazliwo$¢ oraz widoczne oznaki starzenia sie skory,
jak rowniez poprawiac jej elastycznos¢ [420].

Sekwencja tetrapeptydu wchodzacego w sktad czasteczki koniugatu JA-YYKS-NH; zostata
z kolei zaprojektowana w oparciu o sktad aminokwasowy a-kolagenu typu |, ktérego zawarto$¢
w skorze oscyluje w granicach 90% oraz a-kolagenu typu Ill (tzw. kolagenu natywnego), ktory
ma znaczacy wplyw na poziom nawilzenia skéry [421,422]. Na 100 jednostek
aminokwasowych, fancuchy a-kolagenu typu | zawierajg w swoim sktadzie 39% L-Ser oraz
31% L-Lys, natomiast tancuchy a-kolagenu typu Il - 39% L-Ser oraz 30% L-Lys [423].
W nawigzaniu do danych literaturowych, pentapeptyd sygnatowy, zawierajacy sekwencje
aminokwasowg L-Lys-L-Ser (KTTKS) stanowi fragment prokolagenu typu | i wykazuje
aktywnos¢ stymulujacg synteze kolagenu-l in vitro. Pentapeptyd KTTKS jest dostepny
komercyjnie m.in. w preparacie Matrixyl® (Sederma) [424]. Larcuchy a-kolagenu typu | oraz Il
zawierajg W swoim sktadzie niewiele (odpowiednio 2 i 3%) tyrozyny. Pomimo tego faktu, wyniki
badan przeprowadzonych przez Draelos [425] dowodzg, Ze heptapeptyd zawierajacy w swoim
sktadzie sekwencje L-Tys-L-Tyr wykazuje zdolnos¢ inhibicji proteinazy prokolagenowej C,
majacej posredni wptyw na degradacje kolagenu w ludzkiej skérze. W zwigzku z powyzszym
zakfadano, ze koniugat JA-YYKS-NH. bedzie redukowat oznaki starzenia si¢ skory, zwigkszat
jej elastyczno$¢ oraz poziom nawilzenia.

Wyniki przeprowadzonych badan in vitro poréwnywano statystycznie w obrebie kazdej grupy:
| grupa - Preparat 0 (placebo) - zel HEC,
Il grupa - Preparat 1 - zel HEC + JA-YPFF-NHy,
Il grupa - Preparat 2 - zel HEC + JA-YYKS-NH_,

jak réwniez pomiedzy grupami: Poréwnywanie wynikow badan w obrebie grupy miato na celu
analize zmian warto$ci badanego parametru (nawilzenie, elastycznos¢ oraz TEWL) po 1, 2, 3
oraz 4 tygodniach aplikacji tego samego preparatu (preparat placebo, 1 lub 2). Poréwnywanie
wynikow badan pomiedzy grupami natomiast miato na celu analize réznic wartosci danego
parametru wskutek dziatania réznych formulaciji po 1, 2, 3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji

20.10.1. Poréwnywanie wynikéw w obrebie grupy

W celu dopasowania odpowiednich testow statystycznych do analizy otrzymanych
wynikéw przeprowadzono test Shapiro-Wilka, stuzacy do okre$lania podobienstwa rozktadu
danej zmiennej do rozktadu normalnego. Istotny statystycznie wynik testu Shapiro-Wilka
$wiadczy o braku podobienstwa rozktadu zmiennej obserwowanej do rozktadu normalnego
[426]. Stwierdzono, ze uzyskane wartosci parametru TEWL nie wykazujg zgodnosci
z rozktadem normalnym w Zzadnej grupie, natomiast uzyskane wartosci elastycznosci
I nawilzenia wykazujg takg zgodnos¢ w obrebie kazdej z grup. Zgodno$¢ rozktadu danej
zmiennej z rozkladem normalnym umozliwia zastosowanie testow parametrycznych,
natomiast w przypadku braku podobienstwa rozktadu danej zmiennej do rozktadu
normalnego zaleca si¢ stosowanie testow nieparametrycznych. W zwigzku z powyzszym,
do analizy parametru nawilzenia oraz elastyczno$ci w obrebie danej grupy wykorzystano
analize wariancji ANOVA, podczas gdy do analizy parametru TEWL wykorzystano test
Friedmana [369,370,371].

Analize statystyczng otrzymanych wynikow pomiaréw nawilzenia oraz elastycznosci
w obrebie danej grupy rozpoczeto od analizy wariancji ANOVA, majacej na celu
sprawdzenie czy zmienne niezalezne (stosowany preparat - placebo, preparat 1 oraz
preparat 2) majg wptyw na poziom zmiennej zaleznej (mierzony parametr - nawilZzenie,
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elastyczno$¢). Przyjeto poziom istotno$ci statycznej, ktory wynosit 0,0001. Nastepnie
obliczono wartos¢ p testu statystycznego, ktéra w przypadku obu parametréw i w obrebie
kazdej z grup byta mniejsza, niz zaktadany poziom istotnosci statystycznej (p < 0,0001).
Otrzymana warto$¢ p oznacza, ze wielko$¢ zmian wartosci nawilzenia i elastycznosci w
obrebie grupy po 1,2,3 oraz 4 tygodniach aplikacji jest statystycznie istotna, tak wiec
badana zmienna niezalezna ma wptyw na zmienng zalezna.

Jak juz wspomniano, analize statystyczng otrzymanych wynikow pomiaréw TEWL
w obrebie danej grupy rozpoczeto od przeprowadzenia testu Friedmana, stanowigcego
nieparametryczny odpowiednik jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Przyjety
poziom istotno$ci statystycznej wynosit rowniez 0,0001. Kolejnym etapem byto obliczenie
warto$ci p testu nieparametrycznego, ktéra w obrebie kazdej z grup byta mniejsza, niz
zakfadany poziom istotnosci statystycznej (p < 0,0001). Otrzymana wartos$¢ p oznacza, ze
wielko$¢ zmian wartoci parametru TEWL w obrebie grupy po 1,2,3 oraz 4 tygodniach
aplikacji jest statystycznie istotna, tak wiec badana zmienna niezalezna (stosowany
preparat) ma wptyw na zmienng zalezng (warto$¢ TEWL).

Testy ANOVA oraz Friedmana pozwalajg uzyska¢ ogolng informacje na temat
wystepowania roznic statystycznie istotnych (réznica wystepuje / roznica nie wystepuje)
pomiedzy wynikami w obrebie danej grupy, jednakze bez szczegotowego wskazania, ktore
wyniki roznig si¢ migdzy sobg. W celu wykazania roznic w wynikach badan
w poszczegolnych tygodniach ich trwania wykonano poréwnania wielokrotne (testy post-
hoc), ktore stanowig dodatkowe testy dla analizy wariancji. Do analizy nawilzenia
i elastycznosci wybrano test Tukey'a, natomiast zmiany parametru TEWL analizowano
z wykorzystaniem testu wielokrotnych poréwnan $rednich rang dla wszystkich prob (tzw.
test Dunna) [372,373,374].

20.10.2. Wplyw zelu HEC (preparat placebo - grupa I) na nawilzenie, elastyczno$¢ oraz
TEWL

Badanie wptywu preparatu placebo na zmiane nawilzenia, elastyczno$ci oraz TEWL
miato na celu wyeliminowanie wptywu podfoza na ocene aktywnosci biologicznej badanych
koniugatow.

Na rys. 76 przedstawiono wyniki analizy statystycznej zmian parametru nawilzenia (A),
elastycznosci (B) oraz TEWL (C) w wyniku stosowania zelu HEC, niezawierajgcego
substancji aktywnej (preparat placebo) przez czas 4 tygodni od pierwszego dnia jego
aplikacji. Tak zwany , tydzien zero” (TO) oznacza w kazdym przypadku pomiar wykonany
przed pierwszg aplikacjg danego preparatu (tj. przed rozpoczeciem badan) w celu
weryfikacji stanu skory probantéw.

Stwierdzono, ze nawilzenie skory wzrosto od $redniej wartosci 53,00 CU (jednostka
korneometru, ang. corneometer unit) do wartosci 61,50 CU (Aro.t4 = 8,5 CU). Najbardziej
istotne statystycznie roznice w wartosciach wynikow odnotowano pomiedzy TO i T2, T3
oraz T4, jak rowniez pomiedzy T1 i T3 oraz T4 (p < 0,001). Z kolei, roznice nieistotne
statystycznie stwierdzono pomiedzy T2 i T3, jak réwniez pomiedzy T3 i T4 (p > 0,05).
Stwierdzi¢ mozna zatem, Ze preparat placebo nieznacznie zwieksza nawilzenie skory, ktére
po uptywie 2 tygodni jego aplikacji osigga poziom 57,63 CU, a nastepnie wzrasta
w nieznaczny sposob do momentu zakoriczenia badan (rys. 76 A).

Przeprowadzono takze analize wplywu stosowania zelu HEC na elastycznos¢ skéry
(rys. 76 B). Stwierdzono, ze preparat ten ma niewielki wptyw na poprawe elastycznosci
skory, bowiem warto$¢ Srednia z uzyskanych wynikow wzrosta z 0,66 j.u. (T0) do warto$ci
0,75 ju. (T4). W wyniku zastosowania testu Tukey'a otrzymano najbardziej istotne
statystycznie roznice pomiedzy TO i T2, T3 oraz T4, T1 i T3 oraz T4, a takze T2 i T4
(p < 0,001). Réznice nieistotne statystycznie odnotowano pomiedzy TO i T1, jak réwniez
pomiedzy T2 i T3 (p > 0,05). Stwierdzono zatem, Ze preparat placebo nieznacznie
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(Atora = 0,09 j.u.) zwigksza elastyczno$¢ skory, ktéra wzrasta w sposob istotny
statystycznie po uptywie 1 tygodnia aplikacji (0,71 j.u.). Stwierdzono jednak, ze po uptywie
2 tygodnia aplikacji preparatu, wzrost wartosci elastycznosci skoéry postepuje
w nieznacznym stopniu do momentu zakonczenia badan.

Na rys 76 C przedstawiono wyniki analizy statystycznej wptywu aplikacji zelu HEC
na $rednig wartos¢ parametru TEWL. Stwierdzono, Ze aplikacja preparatu placebo
powoduje nieznaczny wzrost TEWL z 18,21 g/m2 h (T0) do 21,94 g/m2 h (T4). W oparciu o
wyniki testu Dunna, najbardziej istotne statystycznie roznice w warto$ciach TEWL
odnotowano pomiedzy T0 i T2, T3 oraz T4, T2 i T4, jak réwniez pomiedzy T1i T3 oraz T4
(p < 0,001). Réznice nieistotne statystycznie stwierdzono pomigdzy TO i T1, T1i T2, T2
i T3, oraz T3 T4 (p > 0,05). Stwierdzono zatem, Ze preparat placebo nieznacznie zwigksza
transepidermalng utrate wody, ktdra po uptywie 2 tygodni jego aplikacji wynosi 20,32 g/m?
h i r6zni sie w sposodb istotnie statystyczny od Sredniej wartosci wynikdw otrzymanych przed
rozpoczeciem badan (T0). Wystepowanie réznic nieistotnych statystycznie pomiedzy T2
i T3, oraz T3 i T4 oznacza, ze po uptywie 2 tygodni aplikacji, wzrost warto$ci TEWL
postepuje w nieznacznym stopniu do momentu zakonczenia badan.

20.10.3. Wptyw zelu HEC + JA-YPFF-NH: (preparat 1 - grupa ll) na nawilzenie,
elastycznos¢ oraz TEWL

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono analize statystyczng wptywu stosowania
zelu HEC + JA-YPFF-NH2 na nawilzenie skory (rys. 77 A). Stwierdzono, ze nawilzenie
skory wzrosto od $redniej wartosci 53,00 CU do wartosci 67,19 CU (Aro.ts = 14,9 CU).
Najbardziej istotne statystycznie rdéznice w wartosciach wynikéw odnotowano pomiedzy TO
i T2, T3 oraz T4, T2 i T4, jak réwniez pomigedzy T1 i T3 oraz T4 (p < 0,001). Rdznice
na poziomie istotnosci statystycznej p < 0,01 stwierdzono pomigdzy T0i T1, T1i T2 oraz T2
i T3. Brak roznic nieistotnych statystycznie oznacza, ze aplikacja preparatu 1 powodowata
stopniowy wzrost nawilzenia skory od TO do T4.

Na rys. 77 B przedstawiono wyniki analizy statystycznej wptywu aplikacji preparatu 1 na
Srednig warto$¢ elastycznosci skory. Stwierdzono, ze aplikacja zelu HEC z dodatkiem
JA-YPFF-NH, powoduje wzrost odporno$ci skory na odksztatcenie (elastycznosci) z 0,66
j-u. (TO) do 0,87 j.u. (T4), co stanowi réznice wielkosci 0,21 j.u. W oparciu o wyniki testu
Tukey'a, najbardziej istotne statystycznie réznice w warto$ciach $rednich elastycznosci
odnotowano pomiedzy TO i T1, T2, T3 oraz T4, pomiedzy T1i T2, T3 oraz T4, jak rowniez
pomiedzy T2 i T4 oraz T3 i T4 (p < 0,001). Jedynie roznica pomigdzy T2 i T3 ksztattuje sie
na nizszym poziomie istotno$ci statystycznej (p < 0,05). Ten fakt, jak réwniez brak réznic
nieistotnych statystycznie oznacza, ze aplikacja zelu HEC z dodatkiem JA-YPFF-NH;
powodowata znaczacy i systematyczny wzrost elastyczno$ci skory, postepujacy od TO do
momentu zakoniczenia badan.

W niniejszej pracy przedstawiono takze wyniki analizy statystycznej wptywu aplikacji
preparatu 1 na srednig wartos¢ parametru TEWL (rys. 77 C). Odnotowano, ze aplikacja
HEC z dodatkiem JA-YPFF-NH, powoduje nieznaczny wzrost TEWL (Aro.t4 = 3,63 g/m? h)
z 18,21 g/m2 h (TO) do 21,84 g/m? h (T4). Test Dunna wykazat, ze najbardziej istotne
statystycznie roznice w warto$ciach TEWL wystepujg pomiedzy T0 i T2, T3 oraz T4, T1i T3
oraz T4, jak rédwniez pomiedzy T2 i T4 (p < 0,001). Réznice nieistotne statystycznie
odnotowano natomiast pomiedzy TO i T1, T1 i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 (p > 0,05).
Stwierdzono zatem, Ze transepidermalna utrata wody nieznacznie wzrosta wskutek
stosowania preparatu 1. Po uptywie dwoch tygodni aplikacji, $rednia warto$¢ parametru
TEWL wyniosta 19,94 g/m? h i réznita sie w sposob istotnie statystyczny od $redniej
wartosci wynikow otrzymanych przed rozpoczeciem badan (T0). Wystepowanie rdznic
nieistotnych statystycznie pomiedzy TO i T1, T1 i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 oznacza,
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ze wzrost wartosci TEWL postepowat w nieznacznym stopniu do momentu zakoriczenia
badan.

20.10.4. Wpltyw zelu HEC + JA-YYKS-NH. (preparat 2 - grupa lll) na nawilzenie,
elastycznos¢ oraz TEWL

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono rowniez analize statystyczng wptywu
stosowania zelu HEC z dodatkiem koniugatu JA-YYKS-NH> na nawilzenie skory.
Odnotowano wzrost nawilzenia skory od Sredniej wartosci 53,00 CU (T0) do 70,59 CU (T4),
co daje roznice 17,59 CU (rys. 78A). W oparciu o wyniki testu Tukey’a, najbardziej istotne
statystycznie réznice w wartosciach $rednich nawilzenia odnotowano pomiedzy T0 i T1, T2,
T3 oraz T4, pomigdzy T1 i T2, T3 oraz T4, jak rowniez pomiedzy T2 i T4 (p < 0,001).
Jedynie réznica pomiedzy T3 i T4 ksztattuje sie na nizszym poziomie istotnoSci
statystycznej (p < 0,05), co oznacza, ze aplikacja zelu HEC z dodatkiem JA-YYKS-NH.
powodowata znaczacy i systematyczny wzrost nawilzenia skory TO do T3, oraz mniej
znaczacy wzrost od T3 do T4. W analizie wplywu aplikacji preparatu 2 na poziom
nawilzenia skory nie odnotowano roznic nieistotnych statystycznie.

Na rys. 78 B przedstawiono wyniki analizy statystycznej wptywu aplikacji zelu HEC
z dodatkiem JA-YYKS-NH, na $rednig warto$¢ elastyczno$ci skory. Stwierdzono, ze
aplikacja preparatu 2 powoduje wzrost odpornosci skéry na odksztatcenie (elastyczno$ci)
2 0,66 j.u. (TO) do 0,81 j.u. (T4), co stanowi roznice wielkosci 0,15 j.u. Najbardziej istotne
statystycznie réznice w wartosciach Srednich elastycznosci odnotowano pomiedzy T0 i T1,
T2, T3 oraz T4, pomiedzy T1 i T3 oraz T4, a takze pomiedzy T2 i T4 (p < 0,001). Z kolei,
réznice nieistotne statystycznie stwierdzono pomiedzy T2 i T3, jak réwniez pomiedzy T3
i T4 (p > 0,05). Stwierdzono zatem, Ze aplikacja preparatu 2 powoduje istotny statystycznie
wzrost elastyczno$ci do drugiego tygodnia badan (0,76 j.u.). Po uptywie tego czasu wzrost
elastycznosci postepuje w niewielkim stopniu do momentu zakonczenia badan.

Na rys. 78 C przedstawiono z kolei wyniki analizy statystycznej wptywu aplikacji
preparatu 2 na $rednig warto$¢ parametru TEWL. Odnotowano nieznaczny wzrost $redniej
warto$ci parametru TEWL (Aro-r4 = 3,66 g/m2 h) z 18,21 g/m? h (T0) do 21,87 g/m? h (T4).
Test Dunna wykazat, Ze najbardziej istotne statystycznie réznice w wartosciach TEWL
wystepujg pomiedzy TO i T2, T3 oraz T4, T1i T3 oraz T4, jak réwniez pomiedzy T2 i T4
(p < 0,001). Rdznice nieistotne statystycznie odnotowano natomiast pomigedzy TO i T1, T1
i T2, T2 i T3, oraz T3 i T4 (p > 0,05). W zwigzku z powyzszym stwierdzono, ze
transepidermalna utrata wody nieznacznie wzrosta wskutek stosowania zelu HEC
z dodatkiem JA-YYKS-NH,. Po uptywie dwoch tygodni aplikacji preparatu 2, $rednia
wartos¢ parametru TEWL wyniosta 19,98 g/m? h i r6znita sie w sposob istotnie statystyczny
od $redniej warto$ci wynikow otrzymanych przed rozpoczeciem badan (T0). Wystepowanie
réznic nieistotnych statystycznie pomiedzy T0 i T1, T1i T2, T2i T3, oraz T3 i T4 oznacza,
ze (analogicznie do preparatu placebo oraz 1), wzrost wartosci TEWL postepowat
W nieznacznym stopniu do momentu zakonczenia badan.

Tabela 25. Zestawienie roznic Srednich warto$ci mierzonych parametrow (Aro-14) przed
rozpoczeciem badan (T0) oraz po 4 tygodniach aplikacji (T4) badanych preparatow.

Ato-14
BADANY PREPARAT NAWILZENIE (CU)  ELASTYCZNOSC (j.u.) TEWL (g/m? x h)
Preparat 0
(placebo, zel HEC) 8,5 0,09 373
Preparat 1
(26 HEC + JA-YPFF-NHy) 14.9 0,21 3,63
Preparat 2 1759 015 366

(zel HEC + JA-YYKS-NH,)
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W celu tatwiejszej interpretacji wynikow poréwnan w obrebie kazdej z grup, w tabeli 25
zaprezentowano zestawienie roznic $rednich wartosci mierzonych parametrow (Ato - T4)
przed rozpoczeciem badan (T0) oraz po 4 tygodniach aplikacji (T4) badanych preparatéw.
Zaobserwowano, ze pomimo braku dodatku substancji aktywnej, preparat placebo
powoduje nieznaczny wzrost nawilzenia skéry. Jest to prawdopodobnie spowodowane
dziataniem gliceryny, stanowigcej 10 % w/w kompozycji zelu HEC. Nawilzajace dziatanie
gliceryny jest juz dobrze znane i zostato przedstawione w wielu publikacjach naukowych
[427,428,429].Stwierdzono rowniez wptyw aplikacji preparatu 1 oraz 2 na wzrost nawilzenia
i elastycznosci skory. Wyniki te zostaty omoéwione szczegdtowo podczas ich pordwnywania
pomiedzy grupami.

Odnotowano nieznaczny wzrost transepidermalnej utraty wody wskutek stosowania
badanych preparatéw. Warto$¢ parametru TEWL jest Scisle zwigzana z zawartoscig lipidéw
w naskorku. Im stabsza bariera lipidowa skoéry, tym tatwiejsza migracja wody ze skory
wiasciwej do otoczenia [430,431]. Bariera lipidowa skory moze zosta¢ wzmocniona nie tylko
poprzez odpowiednig diete, ale takze poprzez stosowanie preparatow pielegnacyjnych,
bogatych w skiadniki lipidowe [432433]. Zel HEC nie zawierat w swoim sktadzie lipidow, co
skutkowato nieznacznym ostabieniem bariery lipidowej skory, a w nastepstwie - wzmozong
transepidermalng utratg wody. Zmiana wartosci parametru TEWL po czterech tygodniach
aplikacji preparatow nie byta jednak znaczaca (3,63 - 3,73 g/m? h).
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Rys. 76. Wyniki analizy statystycznej wptywu preparatu placebo na poziom nawilzenia (A), elastycznosci (B) oraz parametru TEWL (C).
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20.10.5. Poréwnywanie wynikow pomiedzy grupami

Poréwnywanie wynikow badan pomiedzy grupami miato na celu zestawienie wptywu
wszystkich przygotowanych preparatow (preparat placebo, 1 oraz 2) na badany parametr
(nawilzenie, elastyczno$¢ lub TEWL) po 1, 2, 3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji. Podobnie,
jak w przypadku poréwnywania wynikdw w obrebie grup, analize statystyczng Srednich
wynikow nawilzenia oraz elastyczno$ci, otrzymanych w réznych grupach rozpoczeto od
analizy wariancji ANOVA (test parametryczny), natomiast analize statystyczng otrzymanych
wynikow pomiarow TEWL rozpoczeto od przeprowadzenia nieparametrycznego testu
Kruskala - Wallisa. Test ten przeprowadza sie w przypadku braku spetnienia zatozen testu
ANOVA.

Tabela 26. Wyniki kalkulacji wartoSci p testow statystycznych, wykorzystanych do
poréwnania wynikow pomiedzy grupami.

, . OBLICZONA
BADANY PARAMETR TYDZIEN BADAN TEST STATYSTYCZNY D-WARTOSG TESTU
T0 ANOVA 1,0000
T ANOVA 0,5989
Nawilzenie T2 ANOVA 0,1446
T3 ANOVA 0,0256
T4 ANOVA 0,0021
TO0 ANOVA 0,9994
T ANOVA 0,2982
Elastycznos¢ T2 ANOVA 0,0251
T3 ANOVA 0,0009
T4 ANOVA 0,0001
T0 Kruskala - Wallisa 1,0000
T1 Kruskala - Wallisa 0,9721
TEWL T2 Kruskala - Wallisa 0,8920
T3 Kruskala - Wallisa 0,8908
T4 Kruskala - Wallisa 0,9960

W tabeli 26 przedstawiono obliczone warto$ci p testéw wykorzystanych do poréwnania
grupy 1,2 oraz 3 (statystycznie istotne warto$ci testu zostaty pogrubione). Przy zatozonym
poziomie istotnosci statystycznej (p = 0,05) stwierdzono wystepowanie roznic pomiedzy
grupami w przypadku nawilzenia w T3 (p = 0,0256 < 0,05) oraz T4 (p = 0,0021 < 0,05),
a takze w przypadku elastycznosci w T3 (p = 0,0009 < 0,05) oraz T4 (p =0,0001 < 0,05).
Podobnie, jak w przypadku porownywania w obrebie grup, w dalszym toku analizy
statystycznej przeprowadzono testy post-hoc, majace na celu okre$lenie, pomiedzy ktdrymi
grupami wystepujg wspomniane réznice.

W oparciu o wyniki testu Tukey'a stwierdzono wystepowanie statystycznie istotnych
réznic Sredniej wartosci nawilzenia skory pomiedzy preparatem placebo, a preparatem 2 po
trzech (p < 0,05) oraz czterech tygodniach (p < 0,01) ich aplikacji. Takich roznic nie
odnotowano natomiast w przypadku preparatu 1, oraz preparatu 2 po pierwszym i drugim
tygodniu jego aplikacji. WnioskowaC mozna zatem, ze preparat 2 wykazuije lepsze dziatanie
nawilzajace (Aro-14= 17,59 CU), niz preparat 1 (Aro-14= 14,9 CU) oraz preparat placebo.
(Ato-714 = 8,5 CU). Ponadto, nawilzenie to zaczyna wzrasta¢ znaczaco po trzech tygodniach
aplikacji preparatu 2 (rys. 79). Otrzymane wyniki analizy statystycznej potwierdzajg wiec
zatozenia, ze koniugat JA-YYKS-NH., wykazuje dziatanie nawilzajace.
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Rys. 79. Roznice wptywu poszczegdlnych preparatéw na poziom nawilzenia skory po 1, 2,
3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji.

Odnotowano takze wystepowanie statystycznie istotnych réznic $redniej wartosci
elastyczno$ci  skory pomiedzy 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, ze aplikacja zaréwno preparatu 1 jak i preparatu 2 powoduje wzrost elastycznosci skory,
jednakze preparat 1 wykazuje wigkszg efektywnos¢ dziatania (Ao - 74 = 0,21 ju.)
w poréwnaniu z preparatem 2 (Aro - 14 = 0,15 j.u.). Otrzymane wyniki analizy statystycznej
potwierdzaja, wiec zatozenie, Zze kwas jasmonowy, obecny w czasteczkach obu koniugatéw
JA-YPFF-NH; oraz JA-YYKS-NH: powoduje wzrost elastycznosci skory.
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Rys. 80. Roznice wptywu poszczegolnych preparatéw na poziom elastyczno$ci skory po 1,
2, 3 oraz 4 tygodniach ich aplikacji.

W oparciu o wyniki testu Dunna stwierdzono brak wystepowania statystycznie istotnych
roznic $redniej wartosci TEWL w wyniku aplikaciji preparatu placebo, 1 oraz 2 przez okres 4
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tygodni. Oznacza to, ze zaden z przygotowanych preparatdw nie ma znaczacego wptywu
na warto$¢ transepidermalnej utraty wody (rys. 81).

50 1 Zel HEC
45 ] Zel HEC + JA-YPFF-NH2
1| [ Zel HEC + JA-YYKS-NH2

$30000 100 L U
B

5]

TO 1K T2 T3 T4
T - tydzien badan

Rys. 81. Roznice wptywu poszczegdlnych preparatéw na poziom TEWL po 1, 2, 3 oraz 4
tygodniach ich aplikacji.

W pracy przedstawiono rowniez wyniki subiektywnej oceny dziatania preparatow. Po
zakonczeniu badan probanci wypetili ankiete, w ktorej ustalono 4-stopniowg skale
satysfakeji (rys. 82 - 83). Na podstawie wynikow ankiety okreslono stopien zadowolenia
probantdw z dziatania pielegnacyjnego stosowanych preparatow.

Nawilzenie
83,33%
0,
36,67% 33.33%
63,33% 66,67% 3,34%
13,33%
Preparat placebo Preparat 1 Preparat 2

I Pogorszenie [ Brak poprawy [l Minimalna poprawa [221] Zdecydowana poprawa

Rys. 82. Wyniki subiektywnej oceny wptywu badanych preparatéw na nawilzenie skory po 4
tygodniach ich stosowania.

Zaobserwowano, ze az 83,33% probantow (25 0séb) stwierdzito zdecydowang poprawe
nawilzenia skéry w wyniku czterotygodniowego stosowania preparatu 2, natomiast 13,33%
(5 0s6b) odnotowato minimalng poprawe. Tylko 3,34% badanych (1 osoba) nie zauwazyto
wzrostu nawilzenia skory w wyniku stosowania preparatu 2. Zarébwno w przypadku placebo,
jak i preparatu 1, wiekszo$¢ badanych osdéb (odpowiednio 63,33% oraz 66,67%)
nie odnotowato poprawy w nawilzeniu skory, natomiast 36,67% (placebo) oraz 33,33%
(preparat 1) odnotowato minimalng poprawe w nawilzeniu skory.

143



@ WYNIKI BADAN | DYSKUSJA

Elastycznos¢

73,33% 86,67%
30%

70%

,33%
10%

16,67% 10%

Preparat placebo Preparat 1 Preparat 2

I Pogorszenie [l Brak poprawy [l Minimalna poprawa [ Zdecydowana poprawa

Rys. 83. Wyniki subiektywnej oceny wptywu badanych preparatéw na elastyczno$¢ skéry
po 4 tygodniach ich stosowania.

W oparciu 0 wyniki subiektywnej oceny wptywu badanych preparatow na elastyczno$é¢
skory stwierdzono, ze 86,67% badanych (26 osob) stwierdzito minimalng poprawe, 10%
badanych (3 osoby) odnotowaty brak poprawy, a 3,33% (jedna osoba) - pogorszenie
elastyczno$ci skory w wyniku czterotygodniowego stosowania preparatu 2. W przypadku
preparatu 1, 73,33% probantow (22 osoby) stwierdzito zdecydowang poprawe, 16,67%
(5 0sdb) - minimalng poprawe, a 10% (3 osoby) - brak poprawy elastycznosci skory po
zakonczeniu badan. Stwierdzono, ze wszystkie otrzymane wyniki oceny subiektywnej sg
zbiezne z wynikami pomiaréw aparaturowych. Ponadto, ankietowani nie zaobserwowali
niepozadanych zmian skdrnych w nastepstwie stosowania testowanych preparatow.

PODSUMOWUJAC, przeprowadzone badanie in vivo efektywno$ci dziatania
przygotowanych formulacji zawierajgcych pochodne kwasu jasmonowego dowiodly, ze
preparat 2 powoduje najwigkszy wzrost nawilzenia skory, co potwierdza hipoteze na temat
potencjalnego dziatania nawilzajacego koniugatu JA-YYKS-NH,. Wzrost nawilzenia skory
zaobserwowany w przypadku preparatu placebo oraz 1 moze by¢ spowodowany
zawarto$cig gliceryny (10 % w/w) w skfadzie kompozyciji zelu HEC. Odnotowano réwniez,
ze zarbéwno preparat 1, jak i preparat 2 powodujg wzrost elastyczno$ci skéry, co potwierdza
hipoteze na temat potencjalnego dziatania uelastyczniajgcego kwasu jasmonowego.
Stwierdzono jednak, ze koniugat JA-YPFF-NH, powoduje wiekszy wzrost elastycznosci
skéry, niz koniugat JA-YYKS-NH.. Wszystkie testowane preparaty spowodowaty
nieznaczny wzrost transepidermalnej utraty wody. Jest to prawdopodobnie spowodowane
brakiem substanciji lipidowych (redukujagcych TEWL) w kompozycji tychze preparatow.
Wyniki przeprowadzonych badan nie potwierdzity hipotezy, ze koniugat JA-YPFF-NH.
redukuje nadwrazliwos¢ skory, poniewaz badania prowadzono na zdrowej, niezmienionej
chorobowo skérze, a do badan nie wykorzystano zadnej substancji wywotujace;
podraznienia. Po zakonczeniu badan wszyscy probanci wypetnili takze ankiete, majacq
na celu weryfikacje ich opinii na temat wptywu stosowania preparatdbw na nawilzenie
i elastyczno$¢ skory. Wyniki ankiety dowiodty, ze wszystkie otrzymane wyniki oceny
subiektywnej sg zbiezne z wynikami pomiardéw aparaturowych.
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W oparciu o uzyskane wyniki badat w ramach pracy doktorskiej otrzymano nastepujgce wnioski:

VI.

VII.

VIII.

BADANIE STRUKTURY OTRZYMANYCH POCHODNYCH KWASU JASMONOWEGO

Masa czasteczkowa otrzymanych koniugatow (JA-YPFF-NH2 oraz JA-YPFF-NH,) zostata
potwierdzona z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-MS. Potwierdzono rowniez ich strukture oraz
obecnos¢ charakterystycznych grup funkcyjnych z wykorzystaniem spektroskopii NMR i FTIR.

BADANIE ZDOLNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ KWASU JASMONOWEGO | JEGO POCHODNYCH

. Sposréd wszystkich badanych substancji aktywnych, koniugat JA-YYKS-NH, wykazat najwigksza,

a MeDHJ - najmniejszg zdolnos¢ wygaszania rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu.

Aktywno$¢ antyoksydacyjna jest zwigzana z budowq czasteczki substancii, a zwtaszcza obecnoscig
uktadu sprzezonych wigzan podwojnych oraz grupy hydroksylowej stanowigcej donor atomu wodoru
w reakcji redukcji wolnego rodnika.

OCENA ORGANOLEPTYCZNA PRZYGOTOWANYCH PREPARATOW

. Przygotowane Emulsje (1, 2 oraz 3) zawierajace kwas jasmonowy i jego pochodne cechowaty sie

gtadka, jednolitg konsystencjq oraz biatg barwa, natomiast preparaty na bazie zelu PAA oraz Zelu
HEC byty bezbarwne i klarowne.

ANALIZA MIKROSKOPOWA PRZYGOTOWANYCH PREPARATOW

. Analiza mikroskopowa umozliwita potwierdzenie typu przygotowanych emulsji (Emulsja 1 oraz

3 - o/w, natomiast Emulsja 2 — w/0). Rozmiar czastek przygotowanych emulsji nie przekraczat 100
um, w zwigzku z czym miaty one charakter makroemulsji.

BADANIE WARTOSCI pH ORAZ LEPKOSCI PRZYGOTOWANYCH PREPARATOW

Dodatek substancji aktywnej nie miat istotnego wptywu na warto$¢ pH preparatow. Warto$¢ pH
wszystkich preparatow byfa zblizona do wartosci pH zdrowej skory, w zwigzku z tym otrzymane
preparaty mogg by¢ potencjalnie wykorzystywane do aplikacji naskérnych.

Dodatek substancji aktywnej nie miat istotnego wptywu na zmiane lepko$¢ preparatow. Lepkos¢
przygotowanych formulacii jest determinowana przez zawarto$¢ wody w ich kompozycji, poniewaz
niezaleznie od dodatku jasmonidu, najmniejszg lepkoScig charakteryzowat sie zel PAA, natomiast
najwiekszg - Emulsja 2.

BADANIE KOMPATYBILNOSCI KRYSTALICZNYCH KONIUGATOW ORAZ PRZYGOTOWANYCH FORMULACJI METODA
DSC

Analiza DSC umozliwita ocene czysto$ci chemicznej badanych koniugatéw oraz ich kompatybilnosci
z przygotowanymi formulacjami. Zwigzki te sq cechowaty sie duzg czystoscig chemiczna.

. Kompatybilno$¢ lipofilowych koniugatow z dang emulsjg jest zwigzana z jej sktadem recepturowym

- im nizsza zawarto$¢ fazy tluszczowej, tym gorsza rozpuszczalnos$¢ badanych substancii
w podiozu kosmetycznym. Badane koniugaty wykazaty najmniejszg kompatybilno$¢ z Emulsjg 1,
bowiem nie ulegly w niej catkowitemu rozpuszczeniu. Zwigzki te dobrze komponujg si¢ zaréwno
z Emulsjg 21 3, jak i zelem PAA i HEC, zawierajacymi w swoim skfadzie alkohole, stanowigce dobry
rozpuszczalnik dla krystalicznych koniugatow.
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XI.

XII.

XIIl.

XIV.

XV.

XVI.

XVII.

XVIII.

XIX.

BADANIE ROZKEADU WIELKOSCI CZASTEK (PSD) ORAZ STABILNOSCI (MLS) PRZYGOTOWANYCH FORMULACI

. Temperatura przechowywania ma istotny wptyw na stabilno$¢ przygotowanych preparatow. Analiza

stabilno$ci preparatdbw metodg MLS dowiodta, ze najwiekszg stabilnoScia wykazaty preparaty
przechowywane w 4°C, natomiast najmniejszq - preparaty przechowywane w 45°C. Wyniki te sq
zgodne z analizg zmian rozktadu wielko$ci czastek metodg PSD.

Kompozycja i lepko$¢ preparatdw majg znaczacy wptyw na ich stabilnos¢. Niezaleznie od warunkow
przechowywaniaprzechowywania, najwiekszg stabilnoscig cechowaly sie preparaty na bazie Emulsji
3 z dodatkiem autoemulgatora. Najmniejszg stabilno$¢ w temperaturze przechowywania 4 oraz
25°C wykazaly preparaty na bazie Emulsji 1. Jest to prawdopodobnie zwigzane z ich niskg
lepkosScig oraz brakiem autoemulgatora w kompozycji. Najmniejszg stabilnos¢ w temperaturze
przechowywaniaprzechowywania 45°C wykazaty z kolei preparaty na bazie Emulsji 2 (uptynnienie
emulsji i jej destabilizacja wskutek obnizenia lepko$ci).

Nie stwierdzono znaczacych roznic pomiedzy rozktadem wielkoSci czastek danej formulacii,
zawierajacej rozne jasmonidy przechowywane w okres$lonych warunkach temperaturowych.
Rozpuszczalno$¢ substanciji aktywnej w podtozu kosmetycznym ma wptyw na stabilnos¢ preparatu.
Im wigksza lipofilowos¢ substancji aktywnych, tym lepsza ich rozpuszczalno$¢ w podiozu o duzej
zawarto$ci fazy ttuszczowej. Badane substancje aktywne majg charakter lipofilowy, w zwigzku
z czym sfabo rozpuszczajg sie w Emulsji 1 o niskiej zawartosci fazy ttuszczowej (22,50 % wiw).
Obecno$¢ substancji z grupy alkoholi (izopropanol, gliceryna) w kompozycji preparatu utatwia
rozpuszczanie lipofilowych substanciji aktywnych.

Dodatek kwasu jasmonowego i jego pochodnych do baz emulsji ma wplyw na ich stabilno$¢.
Stwierdzono, ze dodatek kwasu jasmonowego powoduje najwigkszg destabilizacje Emulsji 1 oraz 2
temperaturze przechowywania 4 oraz 25°C. Jest to prawdopodobnie zwigzane z wigkszg gestoscig
JA, w poréwnaniu z pozostatymi jasmonidami. Pomimo tego faktu, warto§¢ parametru ABS
wszystkich przygotowanych formulacji, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C nie
przekraczata jednak progu 10 %, w zwigzku z czym uznano je za preparaty stabilne. Warto$¢
ABS>10 % zostata odnotowana w przypadku preparatbw na bazie Emulsji 1,
przechowywanychprzechowywanych w temperaturze 45°C. W zwigzku z powyzszym, zostaty one
uznane za niestabilne we wspomnianych warunkach przechowywaniaprzechowywania.

BADANIE WPLYWU DODATKU JASMONIDOW NA STABILNOSC TERMICZNA FORMULACJI Z WYKORZYSTANIEM TGA

Dodatek kwasu jasmonowego i jego pochodnych nie ma znaczacego wptywu na stabilnos¢
termiczng przygotowanych formulacii.

Stabilno$¢ termiczna formulacji zalezy przede wszystkim od ich kompozycji. Zaobserwowano, ze im
wieksza zawarto$¢ fazy wodnej formulacji, tym szybsza jej degradacja w wyniku dziatania wysokich
temperatur. W oparciu o wyniki badan nie odnotowano zmian w sktadzie przygotowanych formulacji
zawierajgcych kwas jasmonowy i jego pochodne.

OZNACZANIE KWASU JASMONOWEGO | JEGO POCHODNYCH W PREPARATACH KOSMETYCZNYCH ZA POMOCA
HPLC
Opracowana metoda oznaczania jasmonidéw w formulacjach kosmetycznych charakteryzowata sie
wysokg liniowoscig oraz niskg granica wykrywalno$ci i oznaczalno$ci w okreslonym przedziale
stezen substancji aktywnej.
Wszystkie badane jasmonidy wykazaty wiekszg stabilnoS¢ w preparatach przechowywanych
przechowywanych w temperaturze 4°C.
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XX.

XXI.

XXII.

XXIII.

XXIV.

XXV.

XXVI.

XXVIL.

BADANIE PRZENIKANIA SUBSTANCJI AKTYWNYCH PRZEZ BARIERY IMITUJACE SKORE IN VITRO

Lepko$¢ podioza ma decydujacy wptyw na ilos¢ uwolnionej substanciji aktywnej. Najlepsze podioze
do uwalniania JA i jego pochodnych stanowi hydrofilowy Zzel PAA, charakteryzujacy sie niskg
lepkoscig, natomiast najgorsze podtoze stanowi Emulsja 2 typu o/w, charakteryzujaca sie
najwiekszg lepkoscig sposrdd wszystkich przygotowanych formulacji.

Podtoza o niskiej lepkosci warunkujg szybsze uwalnianie kwasu jasmonowego i jego pochodnych
do medium w poréwnaniu z preparatami o wigkszej lepkosci.

Modyfikacja kwasu jasmonowego za pomocg wybranych tetrapeptydéw zmienia jego lipofilowo$é.
W konsekwenciji zwieksza sig ilo$¢ uwolnionej substancji aktywnej z przygotowanych hydrozeli (PAA
oraz HEC) w poréwnaniu z kwasem jasmonowym.

Wszystkie profile uwalniania JA z badanych preparatdw byly najbardziej zgodne z modelem
Korsmeyera-Peppasa, natomiast profile uwalniania pozostatych pochodnych kwasu jasmonowego
byty zgodne z modelem kinetycznym Higuchiego.

BADANIE IN VIVO EFEKTYWNOSCI DZIALANIA PRZYGOTOWANYCH FORMULACJI ZAWIERAJACYCH JASMONIDY

Wykazano, ze aplikacja preparatu zawierajacego koniugat JA-YYKS-NH, na skdre powoduje
wiekszy wzrost jej nawilzenia, anizeli aplikacja preparatu zawierajacego koniugat JA-YPFF-NH; oraz
preparat placebo. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze sekwencja tetrapeptydu wchodzacego
w skitad koniugatu JA-YYKS-NH> przypomina skiad aminokwasowy a-kolagenu typu Il
(tzw. kolagenu natywnego), ktory ma znaczacy wptyw na poziom nawilzenia skory.

Wykazano, ze aplikacja preparatu zawierajgcego koniugat JA-YPFF-NH, na skore powoduje
wiekszy wzrost jej elastycznosci, anizeli aplikacja preparatu zawierajacego koniugat JA-YYKS-NH,
oraz preparat placebo. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze koniugat zawiera w swoim sktadzie
czasteczki proliny, ktéra wraz z hydroksyproling oraz glicyng stanowig trzy podstawowe jednostki
budulcowe o-kolagenu typu |. Jest to najbardziej powszechnie wystepujacy rodzaj kolagenu
w ludzkiej skorze.

Wszystkie testowane preparaty spowodowaty nieznaczny wzrost transepidermalnej utraty wody.
Jest to prawdopodobnie spowodowane brakiem substancji lipidowych (redukujacych TEWL)
w kompozycji tychze preparatéw

Wyniki ankiety prowadzonej wsrdd probantow po zakonczeniu badan dowiodly, ze wszystkie
otrzymane wyniki oceny subiektywnej sg zbiezne z wynikami pomiaréw aparaturowych.
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W ostatnich latach nastapit dynamiczny rozwéj przemystu kosmetycznego. Z tego wzgledu
naukowcy i technolodzy nieustannie poszukujg nowych substancji aktywnych, ktére polepszytyby
kondycje i wyglad skory. Nowo$cig na rynku farmaceutycznym oraz kosmetycznym sg jasmonidy
- hormony roslinne, ktére wykazujg aktywnos¢ terapeutyczna.

W zwigzku z powyzszym, gtdwnym celem przedktadanej rozprawy doktorskiej byto opracowanie
oraz analiza nowych preparatow zawierajgcych kwas jasmonowy (ang. jasmonic acid, JA) i jego
pochodne - jasmonian metylu (ang. methyl jasmonate, MeJ) oraz dihydrojasmonian metylu (ang. methyl
dihydrojasmonate, MeDHJ). Podjeto takze probe zaprojektowania oraz determinacji aktywnosci in vivo
nowych pochodnych kwasu jasmonowego w postaci jego koniugatow z wybranymi tetrapeptydami (JA-
YPFF-NH, oraz JA-YYKS-NH,). Celem badan w ramach pracy doktorskiej byta takze ocena
potencjalnego zastosowania nowych receptur zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne
w preparatach do pielegnaciji skory.

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono charakterystyke fizykochemiczng kwasu
jasmonowego i jego pochodnych. Struktury koniugatow JA-YPFF-NH; oraz JA-YPFF-NH, potwierdzono
za pomocg nastepujacych metod spektroskopowych: ESI-MS, FTIR oraz NMR. Zdeterminowano
rowniez aktywnoS¢ przeciwutleniajgcg badanych zwigzkéw z wykorzystaniem metody rodnika
1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu. Wykazano, ze spos$rdéd wszystkich badanych substancji aktywnych,
koniugat JA-YYKS-NH. posiadat najwiekszg, a MeDHJ - najmniejszg aktywnos$¢ antyoksydacyjna, ktdra
jest zwigzana z budowa czasteczki substancji aktywne;.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przygotowano pie¢ roznych preparatéw (Emulsja 1, 2i 3, zel
HEC oraz zel PAA) zawierajgcych kwas jasmonowy i jego pochodne. Przeprowadzono ocene
organoleptyczng oraz analize mikroskopowg otrzymanych formulacji. Odnotowano takze, ze warto$¢
pH wszystkich preparatow byta zblizona do wartoci pH zdrowej skory, a dodatek substancji aktywnej
nie miat istotnego wptywu na warto$¢ pH preparatow. Stwierdzono réwniez, Ze lepko$¢ przygotowanych
formulacji jest determinowana przez zawarto$¢ wody w ich kompozycji, poniewaz niezaleznie od typu
dodanego jasmonidu, najmniejszg lepkoscig charakteryzowat sie zel PAA, natomiast najwiekszg -
Emulsja 2.

Kompatybilnos¢ substancji aktywnych z bazg kosmetyczng moze mieC kluczowy wptyw na
stabilno$¢ gotowego preparatu. W niniejszej pracy zbadano kompatybilno$¢ krystalicznych koniugatow
ze wszystkimi przygotowanymi preparatami. Stwierdzono, Ze badane koniugaty s najmniej
kompatybilne z Emulsjg 1. Zwigzki te sq natomiast kompatybilne z pozostatymi przygotowanymi bazami
kosmetycznymi. Wyniki analizy DSC badanych substancji aktywnych potwierdzity wysokq czysto$¢
otrzymanych koniugatow.

Preparaty przeznaczone do aplikacji naskorkowej powinny cechowaé si¢ wysokg stabilno$cig
w czasie. Otrzymane formulacje przechowywano w réznych warunkach temperaturowych (w 4 oraz
25°C przez 70 dni oraz w 45°C przez 14 dni). Nastepnie przeprowadzono oceng ich stabilnoSci
z wykorzystaniem techniki wielokrotnego rozpraszania $wiatta (ang. multiple light scattering, MLS) oraz
dyfrakcji laserowej (ang. laser diffraction, LD). Stwierdzono, ze spos$rdd wszystkich przygotowanych
emulsji, najbardziej stabilne sg preparaty przechowywane w temperaturze 4°C. Najmniejszg
stabilno$cig cechowaty sie z kolei preparaty przechowywane w temperaturze 45 °C. W przypadku
formulacji na bazie Emulsji 2, ulegty one rozwarstwieniu juz po 24 godzinach przechowywania w
temperaturze 45°C. Odnotowano, Zze spo$rdd wszystkich preparatow przechowywanych w
temperaturze 4 oraz 25 °C, najwiekszq stabilno$cig cechowaly sie preparaty na bazie Emulsji 3. Jest to
zwigzane z obecnoscig autoemulgatora w kompozycji wspomnianych formulacji. Stwierdzono takze,
dodatek jasmonidow nie ma znaczacego wptywu na rozktad wielkoSci czastek przygotowanych
preparatow. Ponadto, potwierdzono wptyw dziatania ultradzwiekdw na rozmiar czastek emulsji. Zmiana
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rozktadu wielkoSci czastek wskutek dziatania ultradzwiekéw na zdyspergowang probke moze byé
bowiem wykorzystywana do detekcji zjawiska aglomeraciji czastek preparatéw.

Wyniki analizy stabilnosci otrzymanych preparatow metodg MLS sg zgodne z wynikami analizy
metodg LD. Ponadto, w oparciu o wyniki analizy zmian parametru wstecznego rozproszenia w czasie
stwierdzono, ze najmniejszg stabilnos¢ w temperaturze przechowywania 4 oraz 25 °C wykazaty
preparaty na bazie Emulsji 1. Jest to prawdopodobnie zwigzane z ich niskq lepkoscig oraz brakiem
autoemulgatora w kompozycji. Ponadto, stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy stabilno$cig preparatu
a rozpuszczalno$cig substancji aktywnej w podiozu kosmetycznym. Im wigksza lipofilowo$¢ substancii
aktywnych, tym lepsza ich rozpuszczalno$¢ w podiozu o duzej zawartosci fazy ttuszczowej. Badane
substancje aktywne majg charakter lipofilowy, w zwigzku z czym sq stabo rozpuszczalne w podtozu
Emulsji 1 o niskiej zawartoSci fazy tluszczowej (22,50 % wiw).

W pracy zbadano takze wptyw dodatku kwasu jasmonowego i jego pochodnych na stabilno$¢
przygotowanych preparatow. Stwierdzono, ze dodatek kwasu jasmonowego powoduje najwiekszg
destabilizacje Emulsji 1 oraz 2 w temperaturze przechowywania 4 oraz 25°C. Jest to prawdopodobnie
zwigzane z wiasciwosciami fizykochemicznymi JA. Zwigzek ten charakteryzuje sie wiekszg gestoscia,
niz MeJ czy MeDHJ, co moze utrudnia¢ otrzymanie homogenicznego uktadu i w efekcie prowadzi¢ do
obnizenia jego stabilnosci. Warto§¢ zmian parametru wstecznego rozproszenia wszystkich
przygotowanych formulacji, przechowywanych w temperaturze 4 oraz 25°C nie przekracza jednak
progu 10 %, w zwigzku z czym sg one uznawane za preparaty stabilne. Warto$¢ graniczna zostata
przekroczona w przypadku preparatéw na bazie Emulsji 1 przechowywanych w temperaturze 45°C. W
zwigzku z powyzszym, zostaly one uznane za niestabilne we wspomnianych warunkach
przechowywania.

W przedktadanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono réwniez oceng wptywu dodatku JA i jego
pochodnych na stabilnos¢ termiczng formulacji z wykorzystaniem analizy termograwimetryczne;.
Odnotowano brak wptywu dodatku substancji aktywnych na stabilno$¢ termiczng wszystkich
przygotowanych preparatéw. Stwierdzono, ze stabilnos¢ termiczna formulacji zalezy przede wszystkim
od ich kompozycji. Zaobserwowano, ze im wigksza zawarto$¢ fazy wodnej formulacji, tym szybsza jej
degradacja w wyniku dziatania wysokich temperatur. W zwigzku z powyzszym, najwigkszg stabilnoscig
termiczng cechowaly sie preparaty na bazie Emulsji 2 (20,50 % fazy wodnej), natomiast najmniejsza
- preparaty na bazie zelu PAA (99% fazy wodnej). Analiza TGA zostata réwniez wykorzystana do oceny
zmian sktadu kompozycji preparatow w czasie. W oparciu o wyniki badan nie odnotowano zmian
w sktadzie przygotowanych formulacji zawierajacych kwas jasmonowy i jego pochodne. Nalezy
wspomnie¢, ze stabilno$¢ termiczna preparatu nie jest tozsama z jego stabilno$cig w czasie.

Skutecznos$¢ dziatania preparatu zalezy w duzej mierze od iloSci substancji aktywnej, jaka uwalnia
sie z podtoza kosmetycznego. W zwigzku z powyzszym, badania uwalniania substancji aktywnej mogg
stanowi¢ kluczowy etap badan podczas opracowywania nowych receptur kosmetycznych oraz
farmaceutycznych. Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych uwalniania jasmonidéw
z poistatych form kosmetycznych, w niniejszej pracy doktorskiej opracowano metodyke badan
uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych z przygotowanych preparatdw przez
semiprzepuszczalne membrany syntetyczne in vitro do roztworu akceptorowego o okreslonej wartosSci
pH oraz temperatury. Ocene ilosci uwolnionej substancji prowadzono z wykorzystaniem
spektrofotometrii UV-Vis. Wykazano, ze lipofilowo$C czasteczki substancji aktywnej moze by¢
czynnikiem limitujgcym jej uwalnianie z podioza o duzej zawarto$ci komponentow ttuszczowych.
Stwierdzono réwniez, ze rodzaj formulacji determinuje szybkos¢ uwalniania jasmonidéw, bowiem wraz
ze wzrostem lepkosci preparatu maleje ilos¢ uwolnionej substancji. W oparciu o uzyskane dane
empiryczne, przeprowadzono rowniez ocene kinetyki uwalniania jasmonidow z przygotowanych
formulacji. Wysoka warto$¢ wspotczynnika korelacji R?2 wskazata na dobre dopasowanie profilu
uwalniania JA do modelu Korsmeyera-Peppasa. Profile uwalniania pozostatych substancji aktywnych
byty natomiast zgodne z modelem Higuchiego.
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Nie tylko formulacja, ale roéwniez substancja aktywna powinna byC stabilna w okreslonych
warunkach przechowywania preparatu. Znaczny spadek stezenia substancji aktywnej w preparacie
kosmetycznym jest zmiang iloSciowgq i moze $wiadczy¢ o niestabilnosci tejze substancii
w zdefiniowanych warunkach przechowywania. W celu okre$lenia stabilnosci JA i jego pochodnych
w przygotowanych preparatach, opracowano metodyke ich oznaczania z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high performance liquid chromatography, HPLC).
Stwierdzono, Zze wszystkie badane jasmonidy wykazujgq wiekszg stabilno$¢ w preparatach
przechowywanych w temperaturze 4°C. Jest to prawdopodobnie zwigzane z faktem, Zze kwas
jasmonowy i jego pochodne zaliczane sg do grupy VOCs, ktbére w wyzszych temperaturach tatwo
przechodzg w posta¢ pary lub gazu. W zwigzku z powyzszym, im nizsza temperatura przechowywania,
tym lepsza stabilno$¢ preparatéw zawierajgcych jasmonidy. Nadto, nalezy nadmienic, iz jest to zgodne
z tym co zalecajg producenci wzorcow kwasu jasmonowego i jego pochodnych (przechowywanie
produktow w niskich temperaturach w celu przedtuzenia okresu ich trwatosci i stabilno$ci).

Wyniki analizy uwalniania kwasu jasmonowego i jego pochodnych przez syntetyczne membrany
skionity do podjecia oceny skuteczno$ci dziatania przygotowanych preparatdw w badaniach in vivo
z udziatem grupy probantdw. Na podstawie obliczen statystycznych stwierdzono, ze preparaty
zawierajace koniugaty wykazujg lepsze dziatanie pielegnacyjne (wzrost elastyczno$ci / nawilzenia
skéry) w poréwnaniu z preparatami placebo. Odnotowano, ze preparat 2 (zel HEC + JA-YYKS-NH,)
powoduje najwiekszy wzrost nawilzenia skory, co potwierdza hipoteze na temat potencjalnego dziatania
nawilzajgcego koniugatu JA-YYKS-NH,. Odnotowano réwniez, ze zaréwno preparat 1 (zel HEC
+ JA-YPFF-NHy), jak i preparat 2 powodujg wzrost elastycznosci skory, co potwierdza hipoteze
na temat potencjalnego dziatania uelastyczniajgcego kwasu jasmonowego. Stwierdzono jednak,
ze koniugat JA-YPFF-NH, powoduje wiekszy wzrost elastycznosci skory, niz koniugat JA-YYKS-NHa.
Wyniki subiektywnej ankiety po zakoriczeniu badan byty zgodne z wynikami aparaturowymi. Rezultaty
badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej dowodza, ze kwas jasmonowy i jego
pochodne moga stanowi¢ ciekawe zagadnienie dla przemystu 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-NH, and JA-YYKS-NH>) 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-NH, and JA-YPFF-NH.) 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-picrylnydrazyl) method. It was established that the
conjugate JA-YYKS-NH; 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 °C, 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 °C. It was probably related to the physicochemical properties of
JA. This compound exhibited higher density than MedJ 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 °C, 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 °C. 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-
NH.) caused the highest increase in the human skin moisturization that confirmed the hypothesis on
the potential moisturizing activity of the JA-YYKS-NH> conjugate. Product 1 (HEC gel + JA-YPFF-NHy)
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-NH, conjugate caused
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higher increase in skin elasticity than the JA-YYKS-NH. 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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Uchwata Komisji Bioetycznej nr 568/16,

Wzér pisemnej zgody probantéw na udziat w badaniach aplikacyjnych in vivo,

Pisemna instrukcja stosowania preparatow w czasie trwania badan aplikacyjnych in vivo,
Wzér ankiety przeprowadzonej po zakorczeniu badan aplikacyjnych in vivo,

Widmo 1D '3C NMR koniugatu JA-YPFF-NH,,

Widmo 1D 'H NMR koniugatu JA-YPFF-NH,,

Widmo 2D 'H - 13C HSQC NMR koniugatu JA-YPFF-NH,,

Widmo 1D "3C NMR koniugatu JA-YYKS-NH,

Widmo 1D 'H NMR koniugatu JA-YYKS-NH,,

10. Widmo 2D 'H - 13C HSQC NMR koniugatu JA-YYKS-NH..
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Zatacznik 1. Uchwata Komisji Bioetycznej nr 568/16.

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 568/16

Na podstawie preepisive Ustawy < dnia $ grudnia 1996 r. o sawodach lekarza i erar:n dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz. 1634 z poin. zm.); Rozporzdzenia Ministra Zirowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. v sprawie Howych zasad p oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (D2 U. Nr 47, poz480); Ustawy < dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45, poz 271 2 pdbr um.); Rogporzqizenia Ministra Finansiw z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowiqzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnoic eywilnej badacza i sponsora (Dz. U. 2004 nr 101, poz. 1034 2 pitn. zm.); Rozporuydzenia Ministra Finansiw : duia 18 maja 200Sr. zmieniajqce

W sprawie ob i cywilnej badacza i sponsora (D U. Nr 101, poz. 845); Rosporzydzenia Ministra Zdrowia  dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu ia badas kli ' 2 udzialem (D U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzyuzenia Ministra Zdrowia < dnia 30 kwictnia 2004r. w
sprawie zglaszania niesp g0 cigthiego deialania produkia leczniezego (Dz U. Nr 104, poz. 1107); Rozporzydzenie Ministra Zdnmu 2 dnia 15 listopada 2010
W sprawie wzordw wnioskiw preedkladanych w swigzku = badaniem Klinicznym, wysokosci oplat za dotenie whi oraz ‘badania ki

(D2 U. 2010 nr 222 poz. 1453, 2 piin. zm); Ustawy < dnia 20 maja 2010 7. 0 wyrobach medycznych (Dz U. 2010, nr 107 poz. 679, 2 poén. om.); ﬂam'l.:mt Ministra Finansow @
dnia 6 paiiziernika 2010 r. w sprawie ob cywilne sponsort | badacza Kin w owigzku i badania

wyrobéw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa 2 dnia 18 marca 2011 7. o Ursgdzie Rejestracii Prods h, Wyrobiw i (D2 U. 2011

nr 82 poz. 451); Rozporzqdzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Almkun-] (Dz U. 2012, poz. 489); Ru.,vwxq:lztmt Ministra Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wiordw dokumentow preedladanych w zwigzhu z badaniem Klinicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokoici i ,,mmAu wiszczania oplat zn dotenie
whiosku o rozpoczgcie badania Klinicinego (Dz U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady Etycznego z
Udgalem Ludz oraz preepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 05 maja 2016 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badar naukowych.

Kierownik projektu:
prof. dr hab. Izabela Nowak

Miejsce prowadzenia badan:
Pracownia Chemii Stosowanej,
Wydziat Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Glowny badacz: mgr chemii, mgr kosmet. Alicja Kapuscinska

Temat badan:

»Badanie wilasciwosci fizykochemicznych i aplikacyjnych formulacji
kosmetycznych zawierajagcych jasmonidy wraz z oceng kinetyki ich
przenikania przez bariery imitujgce skére”.

Komisja podjeta Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protokolu powyiszego badania, polegajgcych na zmianie tematu badania z ,Wplyw
wlasciwosci jasmonoidéw izolowanych z materialéw roslinnych oraz ich pochodnych na
deskryptory aktywnosci i wlasciwosci fizpko- chemiczne preparatow kosmetycznych je
zawierajgcych” na powyiszy, zgodnie z Aneksem nr 1 z dnia 05.05.2016r. do Uchwaly
Komisji Bioetycznej nr 808/15 z dnia 03.09.2015r.

Metodyka pozostaje bez zmian.
Zastgpca Przewodniczgcego W
Zmr //////;;( ¥

ol

of. dr hab. Janusz Wisniewski
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Zatacznik 2. Wzér pisemnej zgody probantéw na udziat w badaniach aplikacyjnych in vivo.

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA UDZIAt. W BADANIU

,,Badanie wiasciwosci fizykochemicznych i aplikacyjnych formulacii
kosmetycznych zawierajacych jasmonidy wraz z oceng kinetyki ich przenikania przez
bariery imitujgce skore.”
temat badania

Ja NIZEj POAPISANG ......evvevcic s o$wiadczam, ze zostatam
poinformowana przez prowadzaca badania mgr Alicje Sliwowska o celu powyzszego badania klinicznego, czasie
trwania, sposobie jego przeprowadzenia, oczekiwanych korzysciach, ewentualnym ryzyku i zagrozeniach,
wszelkich niedogodnos$ciach zwigzanych z uczestniczeniem w tym badaniu oraz 0 moich prawach i obowigzkach .

Przeczytatam/em tez i zrozumiatam tre$¢ Formularza Informacyjnego dla Probanta. Poinformowano mnie, ze
dodatkowe pytania dotyczace badania moge kierowaé¢ bezposrednio do osoby prowadzacej badania i ze uzyskam
na nie wyczerpujaca odpowiedz.

Oswiadczam, ze wszelki podane przeze mnie informacje sg zgodne z prawdg i zapewniam, ze bede informowata
na biezaco o wszelkich zmianach w stanie mojego zdrowia.

Otrzymatam do rak wlasnych Formularz Informacyjny dla Probanta oraz Formularz Swiadomej Zgody na udziat w
badaniu.

Niniejszym wyrazam petna, swiadomga i dobrowolng zgode na udziat w tym badaniu oraz na anonimowe
przetwarzanie, udostepnianie i na publikacje wynikéw moich badan, zgodnie z Ustawg o ochronie danych
osobowych z dnia 29.08.1997 roku.

podpis Probantki data

Oswiadczenie osoby odbierajacej Formularz Swiadomej Zgody

Ja nizej podpisanaly wyjasnitam Probantce szczegdty proponowanego badania, zgodnie z opisem w Formularzu
Informacyjnym dla Probanta. Zanim podjete zostaty jakiekolwiek procedury oméwitam z Probantka jej udziat w
calym programie badawczym informujac o celu i charakterze badania. Przekazatam do rak wtasnych Probantki
Formularz Informacyjny oraz Formularz Swiadomej Zgody na udziat w badaniu.

ALICJA SLIWOWSKA
imie i nazwisko badacza (drukowanymi literami)

podpis badacza data
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Zalacznik 3. Pisemna instrukcja stosowania preparatéw w czasie trwania badan aplikacyjnych in vivo.

OPIS BADAN

1. Jakie preparaty sa stosowane w badaniach?

W badaniach stosowane sg koniugaty kwasu jasmonowego oraz tetrapeptydéw-tyrozyny, proliny oraz
dwoch czasteczek fenyloalaniny (koniugat JA-YPFF) oraz dwoch czasteczek tyrozyny, lizyny oraz seryny
(koniugat JA-YYKS). Podtozem dla substancji aktywnych jest Zel, poniewaz charakteryzuje sie on niskq
lepkoscig, a co za tym idzie, wysokim stopniem uwalniania sie substancji aktywnych z podfoza do skéry (w
poréwnaniu

z tradycyjnymi emulsjami typu o/w lub w/o). W badaniach stosujemy réwniez samg baze zelowg w celu
wyeliminowania wptywu sktadnikéw podtoza na wyniki pomiaréw (Slepa proba).

2. Dlaczego wybrano takie koniugaty?

Zwigzki te s opracowane przez nas w oparciu o biologiczne dziatanie zaréwno kwasu jasmonowego, jak i
samych peptydow. Firma L'Oreal opatentowata nowg pochodng kwasu jasmonowego-kwas
tetrahydrojasmonowy oraz jego sél sodowa, obecne w takich preparatach jak Lancome Visionaire oraz
Vichy Idealia. Zwigzki te wykazujg stymulujg odnowe naskodrka i redukujg widoczne oznaki starzenia sie
skory. Modyfikacja kwasu jasmonowego za pomocg wybranych peptydéw ma na celu zwigkszenie jego
biodostepno$ci oraz potgczenie aktywno$ci biologicznej kwasu oraz peptydow. Peptyd YPFF tagodzi
podraznienia skory, natomiast peptyd YYKS dziata nawilzajaco, a jego sekwencja imituje fragment
kolagenu.

3. Jakich rezultatéw oczekujemy?
Po czterotygodniowej aplikacji oczekujemy wzrostu nawilzenia oraz elastyczno$ci skory w obszarze skory,
na ktérg aplikowano badane preparaty.

4. Jakie parametry badamy?
1) Pomiar stopnia nawilzenia naskérka — urzadzenie Corneometer® CM 825- badanie poziomu nawilzenia
warstwy rogowej naskérka. Interpretacja wynikdw:

Stopien nawilzenia naskorka Wynik pomiaru
Skéra bardzo sucha <30
Skéra sucha 30-45
Skoéra dostatecznie nawilzona >45

2) Pomiar transepidermalnej utraty wody (TEWL) — urzadzenie TEWAMETER® TM 300. Interpretacja

wynikow:

Stopien nawilzenia naskorka

Warto$¢é TEWL, g/h* m?

Skéra bardzo zdrowa 0-10
Skéra zdrowa 10-15
Skéra normalna 15-25
Skéra w zlym stanie 25-30
Skéra w stanie krytycznym >30

3) Pomiar jedrnosci i elastycznosci skory-urzadzenie Cutometer® MPA 580. Interpretacja wynikow:

Parametr Wynik pomiaru
zdolnos¢ do redeformacii skory (elastyczno$¢ ogélna):
R2 im bardziej wartos¢ ta zbliza sie do 1 (100%), tym

bardziej elastyczna jest skora
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ZASADY APLIKACJI PREPARATOW

Lewa strona twarzy Prawa strona twarzy

Preparat 1

Preparat 0 + odlegtos¢ 1 cm

Preparat 2

Preparaty 0, 1 oraz 2 (ktére znajduja sie w odpowiednio ponumerowanych strzykawkach) nalezy
aplikowac na ,,kurze tapki” w okolicy oczu (rys. powyzej):

1) co wieczdr ( w iloci 0,5 ml) przez okres 4 tygodni, wyciskajac odpowiednig ilos¢ preparatu ze strzykawki
na skore (pot jednostki/wieczdr),

2) bez jednoczesnego stosowania innych preparatéw pielegnacyjnych w obszarze badan (nie dotyczy
kosmetykéw kolorowych do makijazu),

3) preparaty 1 oraz 2 muszg by¢ aplikowane w odlegtosci 1 cm, zeby zapobiec zafatszowaniu wynikéow.

W wypadku wystapienia jakichkolwiek niepozadanych reakciji skdrnych (wysypka, $wiad, pieczenie) w
obszarze badan nalezy niezwtocznie powiadomi¢ osobe prowadzaca badania.

Dane kontaktowe:
Alicja Sliwowska, tel. 733-059-137, kapuscinska.alicja@gmail.com
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Zatacznik 4. Wz0r ankiety przeprowadzonej po zakonczeniu badan aplikacyjnych in vivo.

ANKIETA PO ZAKONCZENIU BADAN

IMIE | NAZWISKO PROBANTA

1. Czy w trakcie badan stosowata Pani Preparaty 0, 1 oraz 2?
o tak O nie

2. Czy w trakcie badan korzystata Pani z innych zabiegow pielegnacyjnych, ktére mogtyby mie¢ ewentualny
wptyw na wyniki badan?
o tak O nie
Jezeli tak, prosze wymienic, jakie zabiegi byty wykonywane:

3. Czy w trakcie badan korzystata Pani z innych preparatow kosmetycznych, ktére mogtyby mie¢ ewentualny
wptyw na wyniki badan?
o tak O nie

4. Czy udziat w badaniu przynidst oczekiwane rezultaty?
o tak O nie

5. Prosze subiektywnie oceni¢ efekt nawilzajacy stosowanych preparatow:

Preparat 0:

o 0 - pogorszenie o 1 - brak poprawy

O 2 — minimalna poprawa o 3 — zdecydowana poprawa
Preparat 1:

o 0 - pogorszenie o 1 - brak poprawy

0 2 — minimalna poprawa o 3 - zdecydowana poprawa
Preparat 2:

o 0 - pogorszenie o 1 - brak poprawy

0 2 — minimalna poprawa o 3 — zdecydowana poprawa

6. Prosze subiektywnie oceni¢ efekt zwiekszania elastycznosci naskérka przez stosowane preparaty:
Preparat 0:

o 0 - pogorszenie o 1 - brak poprawy

0 2 — minimalna poprawa o 3 — zdecydowana poprawa
Preparat 1:

o 0 - pogorszenie o 1 - brak poprawy

O 2 — minimalna poprawa o 3 — zdecydowana poprawa
Preparat 2:

o 0 - pogorszenie o 1 - brak poprawy

0 2 — minimalna poprawa o 3 — zdecydowana poprawa
0 2 — minimalna poprawa o 3 — zdecydowana poprawa

7. Czy podczas stosowania preparatow pojawily sie podraznienia skdry typu:
1) rumien otak  onie 2) wysypka otak  onie
3) $wiad otak  onie 4) obrzek otak  onie

8. Czy polecitaby Pani stosowane preparaty?
o tak O nie

Dzigkuje za udziat w ankiecie
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Zatacznik 5. Widmo 1D 3C NMR koniugatu JA-YPFF-NH,,
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Zatacznik 6. Widmo 1D "H NMR koniugatu JA-YPFF-NH..
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Zatacznik 7. Widmo 2D 'H - 3C HSQC NMR koniugatu JA-YPFF-NH,,

ABIO00009W

4.0 3.5 3.0 2.5

5.0 4.5
f2 (ppm)

Zatacznik 8. Widmo 1D 3C NMR koniugatu JA-YYKS-NH>.
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Zatacznik 9. Widmo 1D 'H NMR koniugatu JA-YYKS-NH.
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Zatacznik 10. Widmo 2D 'H - *C HSQC NMR koniugatu JA-YYKS-NH.
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