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1. Streszczenie pracy doktorskiej w jezyku polskim i angielskim

Streszczenie pracy doktorskiej w jezyku polskim

Wspdtczesna farmacja i kosmetologia stojg przed wyzwaniem opracowywania
nowych substancji czynnych (SA), charakteryzujacych sie wysokg aktywnoscig
biologiczng oraz skutecznoscig dziatania. Efektywnos¢ preparatow zawierajgcych
substancje aktywne jest determinowana szeregiem czynnikéw fizykochemicznych
i biologicznych, takich jak rozpuszczalnos¢, biodostepnos¢, przenikalnos¢ oraz
metabolizm w organizmie. Jedng z istotnych drég podawania substancji jest droga
przezskoérna, umozliwiajgca miejscowe dostarczanie SA bezposrednio do miejsca
docelowego. Jej skutecznosc ogranicza jednak bariera wynikajgca z budowy skory,
stanowigca istotne utrudnienie w przenikaniu substancji czynnych.

W celu pokonania tej bariery zastosowano réznego rodzaju nosniki, ktore petnig
role systeméw transportowych. Szczegdlng uwage poswiecono liposomom,
mikrosferom oraz nanoczastkom lipidowym, ktore umozliwity inkorporacje
okreslonych substancji aktywnych, zapewniajac im wysokg stabilnoS¢ oraz
zwiekszong biodostepnos¢. Dzieki matym rozmiarom i duzemu powinowactwu do
sktadnikow skory, nanoczgstki lipidowe wykazaty bardzo dobrg tolerancje skorna,
wysoka stabilnos¢ oraz zdolnos¢ do modulowania uwalniania substancji w miejscu
docelowym.

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykorzystano nanoczgstki lipidowe jako matryce
dla substancji aktywnych, co pozwolito zwigkszy¢ ich przenikanie przez skoére oraz
kontrolowaC ich uwalnianie. Przedmiotem badan byly nowe zwigzki z grupy
laktonow seskwiterpenowych — kostunolid oraz lakton dehydrokostusowy -
wykazujgce réznorodne wiasciwosci biologiczne, dotychczas niestosowane
w kosmetykach ani lekach. Po raz pierwszy zbadano wptyw enkapsulacji tych
substancji w nanoczgstkach lipidowych na ich aktywnosc¢ biologiczng, co otworzyto
mozliwos¢ opracowania innowacyjnych formulacji kosmetycznych i leczniczych.

W ramach przeprowadzonych badan otrzymano nanoczastki lipidowe zawierajgce
wybrane substancje aktywne, dokonano charakterystyki ich wtasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych oraz wtgczono je do nowych formulacji
kosmetycznych. Opracowano i zoptymalizowano skfad nosnikow, okreslono
efektywnos¢ enkapsulacji, oceniono stabilnos¢ otrzymanych uktadow oraz
przeprowadzono analize procesu uwalniania substancji aktywnych. Wykonano
badania przenikania przezskornego, w ktérych uzyskane wyniki poréwnano
z dziataniem preparatow zawierajgcych te same substancie w formie
nieenkapsulowanej. Przeprowadzone badania aplikacyjno-uzytkowe, obejmujgce
pomiar wybranych parametréw skory podczas stosowania opracowanych
preparatow, jednoznacznie potwierdzity mozliwos¢ zastosowania nanoczgstek
lipidowych w przezskérnym systemie dostarczania substancji czynnych.
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Abstract of the PhD Thesis in English

Modern pharmacy and cosmetology face the challenge of developing new active
substances (AS) characterized by high biological activity and efficacy. The
effectiveness of formulations containing active substances is determined by
avariety of physicochemical and biological factors, such as solubility,
bioavailability, permeability, and metabolism in the human body. One of the
important routes of administration is the transdermal route, which allows for the
local delivery of active substances directly to the target site. However, its
effectiveness is limited by the skin barrier, which significantly restricts the
penetration of active compounds.

To overcome this barrier, various types of carriers have been applied as transport
systems. Particular attention has been given to liposomes, microspheres, and lipid
nanoparticles, which enable the incorporation of specific active substances,
ensuring their high stability and enhanced bioavailability. Due to their small size
and high affinity for skin components, lipid nanoparticles demonstrate excellent
skin tolerance, high stability, and the ability to modulate the release of active
compounds at the target site.

In this doctoral dissertation, lipid nanoparticles were used as carriers for active
substances to enhance their penetration through the skin and to control their
release. The research focused on two novel sesquiterpene lactones — costunolide
and dehydrocostus lactone — which exhibit diverse biological properties and have
not previously been applied in cosmetic or pharmaceutical formulations. For the
first time, the influence of encapsulation of these compounds within lipid
nanoparticles on their biological activity was investigated, opening up the possibility
of developing innovative cosmetic and therapeutic formulations.

During the course of this research, lipid nanoparticles containing the selected
active substances were prepared and comprehensively characterized in terms of
their physicochemical and biological properties. They were then incorporated into
newly developed cosmetic formulations. The composition of the carriers was
optimized, encapsulation efficiency was determined, the stability of the obtained
systems was evaluated, and the release profiles of the active compounds were
analyzed. Furthermore, transdermal permeation studies were performed, and the
results were compared with those obtained for formulations containing the same
active substances in their non-encapsulated forms. Application and usability tests,
which involved measuring selected skin parameters during the use of the prepared
formulations, clearly confirmed the potential of lipid nanoparticles as effective
carriers in transdermal delivery systems for active substances.
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2. Spis symboli, oznaczen i skrotow stosowanych w pracy

Ponizej podano rozwiniecia skrétéw i symboli uzywanych w rozprawie, w jezyku
polskim oraz angielskim (kursywa).

ABTS
DLS
DPPH

DSC

ELS

F-C

FRAP

GAE
HAT
HLB
HPH

HPLC

LOD
LOQ
LN

NLC
NMF

Nrf2

O/W
PDI
RI

2,2'-azyno-bis(3-etylo-benzotiazolino)-6-sulfonian
Dynamiczne rozpraszanie swiatta (ang. Dynamic Light Scattering)
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

Skaningowa kalorymetria roznicowa (ang. Differential Scanning
Calorimetry)

Elektroforetyczne rozpraszanie Swiatta (ang. Electrophoretic Light
Scattering)

Metoda Folina—Ciocélteu

Test sity przeciwutleniajgcej redukcji zelaza (ang. Ferric Reducing
Antioxidant Power)

Ekwiwalent kwasu galusowego (ang. Gallic Acid Equivalent)

Mechanizm przeniesienia atomu wodoru (ang. Hydrogen Atom Transfer)
Réwnowaga hydrofilowo-lipofilowej (ang. Hydrophilic-Lipophilic Balance)
Homogenizacja wysokocisnieniowa (ang. High Pressure Homogenization)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-Performance Liquid
Chromatography)

Granica wykrywalnosci (ang. Limit of detection)

Granica oznaczalnosci (ang. Limit of quantification)

Nanonosniki lipidowe (LN, ang. Lipid Nanoparticles),

Nanostrukturalne nosniki lipidowe (ang. Nanostructured Lipid Carriers)
naturalny czynnik nawilzajacy (ang. Natural Moisturizing Factor)

Jadrowy czynnik transkrypcyjny zwigzany z czynnikiem erytroidalnym 2
(ang. nuclear factor erythroid-2 related factor)

Emulsja typu olej w wodzie (ang. Oil-in-Water emulsion)
Wskaznik polidyspersyjnosci (ang. Polydispersity Index)

Wspotczynnik zatamania swiatta ang. (ang. Refractive Index)
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ROS Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)
SA Substancja aktywna

Parametry powierzchni zywej skory, (ang. Surface Evaluation of Living

SELS Skin)

Mechanizm przeniesienia pojedynczego elektronu (ang. Single Electron
Transfer)

SET
SLN  State nanoczastki lipidowe (ang. Solid Lipid Nanoparticles)

SC Warstwa rogowa naskorka (fac. Stratum Corneum)

TEAC Ekwiwalent troloksu (ang. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron
Microscopy)

TEM
TEWL Transepidermalna utrata wody, (ang. Trans Epidermal Water Loss)

TPC Catkowita zawartos¢ zwigzkow fenolowych (ang. Total Phenolic Content)
TPTZ 2,4,6-tri(2-pirydylo)-s-triazyna

W/O  Emulsja typu woda w oleju (ang. Water-in-Oil emulsion)

XRD Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray Diffraction)

Z-Ave Srednia $rednica czgstek (ang. mean particle size)

ZP Potencjat Zeta (ang. Zeta Potential)
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3. Wstep

Nanotechnologia w ostatnich dwéch dekadach zrewolucjonizowata przemyst
kosmetyczny, prowadzac do powstania tzw. nanokosmetykéw, w ktérych
nanoskalowe ukfady nosnikowe zapewniajg wiekszg biodostepnosc, stabilnosc
oraz skutecznos¢ dziatania substancji aktywnych. W szczegolnosci nanonosniki
lipidowe (LN, ang. Lipid Nanopatrticles), takie jak state nanoczastki lipidowe (SLN,
ang. Solid Lipid Nanoparticles) oraz nanostrukturalne nosniki lipidowe (NLC (ang.
Nanostructured Lipid Carriers), zyskaty duze znaczenie w dermatologii,
kosmetologii i farmacji dzieki swojej biokompatybilnosci, zdolnosci do
kontrolowanego uwalniania oraz mozliwosci inkorporacji zwigzkéw zaréwno
lipofilowych, jak i hydrofilowych. Dodatkowym atutem tych systemow jest ich
podobienstwo strukturalne do lipidow skory, co sprzyja poprawie jej nawilzenia,
uelastycznieniu bariery naskorkowej i zwiekszeniu penetracji bioaktywnych
sktadnikow.

Wsrod licznych substancji aktywnych wykorzystywanych w kosmetologii coraz
wieksze zainteresowanie budzg naturalne zwigzki roslinne o silnym dziataniu
biologicznym, w tym laktony seskwiterpenowe. Wykazujg one wiasciwosci
przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe i regenerujgce, dzieki
czemu mogg stanowi¢ cenne skiladniki preparatow kosmetycznych
i dermokosmetykow.

Zastosowanie lipidowych systemow nosnikowych w formulacjach kosmetycznych
stanowi zatem perspektywiczne rozwigzanie w projektowaniu innowacyjnych
produktow opartych na laktonach seskwiterpenowych. Badania nad takimi
uktadami wpisujg sie w aktualne trendy zréwnowazonego rozwoju i zielonej chemii,
taczagc wykorzystanie naturalnych bioaktywnych sktadnikow z bezpiecznymi
i efektywnymi technologiami dostarczania.

Celem niniejszej pracy jest opracowanie i charakterystyka formulacji
kosmetycznych zawierajgcych wybrane laktony seskwiterpenowe, inkorporowane
do nanoczagstek lipidowych. Badania koncentrujg sie na okresleniu parametrow
fizykochemicznych, stabilnosci oraz potencjatu aplikacyjnego uzyskanych uktadow,
z uwzglednieniem ich mozliwego zastosowania w kosmetologii i dermoterapii.
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4.Czes¢ literaturowa
4.1. Transport substancji aktywnych przez skére
4.1.1. Budowa naskorka

Ludzka skora, stanowigca okoto 16% catkowitej masy ciata, jest najwiekszym
organem i stuzy jako podstawowa bariera przed szkodliwymi czynnikami
srodowiskowymi, takimi jak inwazja drobnoustrojéw, promieniowanie UV, stres
chemiczny lub mechaniczny [1]. Przenikanie opracowanych substancji aktywnych
(SA) przez skore stanowi jedng z najwazniejszych kwestii podczas badan nad
efektywnoscig dziatania zwigzkow stosowanych na rynku kosmetyczno-
farmaceutycznym. Skutecznosc¢ dziatania leku, z okreslong substancjg biologicznie
czynng, uwarunkowana jest zarowno jego oddziatywaniem na lipidy cementu
miedzykomorkowego warstwy rogowej naskorka, jak i na btony komorkowe [2].
Gtéwna barierg, ktéra utrudnia przenikanie substancji aktywnej przez skore, jest
najbardziej zewnetrzna warstwa naskorka — warstwa rogowa (tac. stratum
corneum) [3]. Badania dotyczace mechanizmu przenikania na poziomie
molekularnym sg szczegdlnie wazne, ale zeby je przyblizy¢ niezbedny jest krotki
opis struktury skory, a doktadniej naskérka (SC).

Naskérek ma grubosc¢ 10-20 pym i sktada sie z 15-20 warstw sptaszczonych, gesto
upakowanych korneocytow wypetnionych keratyng, oddzielonych blaszkowatym
miedzykomorkowym uktadem lipidowym (rys. 4.1). Pozostata czes¢ naskorka ma
grubos¢ 50-120 pm, tj. warstwowego nabtonka ptaskonabtonkowego, w ktorym nie
wystepujg naczynia krwionosne [4], [5].

Dane dotyczace rozpraszania promieniowania rentgenowskiego pod matym katem
uzyskane przez Hatta i wsp. [6] wskazuja, ze lamelarny ukfad lipidowy SC mozna
podzieli¢ na dwie powtarzajgce sie, charakterystyczne fazy, a mianowicie faze
o krotkiej okresowosci (SPL)~ 6 nm i faze o dtugiej okresowosci (LPL) ~13 nm oraz
faze ciekig (rys. 4.1). W SPL tanncuchy weglowodorowe lipidéw mogg tworzyc trzy
formy upakowania z przekrojem poprzecznym weglowodorowych fancuchéw
alkilowych wskazujgcych na stan ortorombowy, heksagonalny lub uktad w stanie
ciektym (ciekty krysztat). Formy heksagonalne i ciektokrystaliczne charakteryzujg
sie wiekszg mobilnoscig taricuchow weglowodorowych, poniewaz sg one luzno
upakowane a zatem majg wiekszg przepuszczalnos¢ w porownaniu do taricuchow
lipidowych w ukfadzie rombowym.

Grubos¢ SPL zalezy od ilosci wody zawartej w SC, poniewaz wraz ze wzrostem
uwodnienia, do 60% w/w, dtugos¢ SPL wzrasta liniowo, wskazujgc na tworzenie sie
nowej fazy wodnej pomiedzy lamelarnymi warstwami lipidowymi SC (bezposrednio
wptywajgc na wzrost dtugosci fazy SPL). Separacja faz w obszarze lipidow
lamelarnych moze prowadzi¢ do przegrupowania tancuchow weglowodorowych
lipidébw w micele.
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Rys. 4.1. Chemia struktur lamelarnych utworzonych przez lipidy miedzykomoérkowe; od lewej:
struktura lamelarna o dtugim okresie (LLS), struktura lamelarna o krotkim okresie (SLS);
nieuporzadkowany stan ciekty (LIQUID). Zrodto: opracowanie na podstawie [6], licencja CC BY 4.0

Badanie przeprowadzone przez Ogawa-Fuse i wsp. [7] potwierdzity, ze uwodniony
SC powoduje zwiekszong przepuszczalnos¢ dla hydrofilowych substancji
aktywnych (SA). W badaniu przeprowadzonym przez Yamamoto i wsp. [8]
omowiono wazng role wazng role hamowania przeznaskorkowej utraty wody
poprzez okluzje w penetracji ketoprofenu. Fizjologicznie, zawarto$¢ wody
w naskorku zmniejsza sie od zywych warstw naskorka stratum spinosum i stratum
granulosum (okoto 70% wagowo) do SC. Srednio zawarto$¢ wody w SC wynosi
25%, ale autorzy podajg rozne wyniki, na ktére mogg mie¢ wptyw warunki pomiaru,
a takze indywidualny charakter bariery naskérkowej [9].

Badanie przeprowadzone przez Jokura i wsp. [10] dostarczyto informaciji, ze
czgsteczki wody niezwigzane z biatkami korneocytow sg czescig naturalnego
czynnika nawilzajgcego NMF.NMF skfada sie ponadto z aminokwaséw, mocznika,
soli kwasu mlekowego, kwasu piroglutaminowego (PCA) i jego soli, cukréw, jonow
sodu, jondw magnezu, jondw potasu, jondw wapnia, jony chloru i fosforanowe. NMF
tworza wigzania jonowe do keratynowych, ktére zmieniajg elastycznos¢ keratyny
poprzez zmniejszenie sit miedzyczasteczkowych.

Mieszanina lipidéw SC, zorganizowana w podwojng warstwe, zapewnia wtasciwosci
ochronne dla naskérka i jednoczesnie tworzy bariere dla dyfuzji substanciji
aktywnych. Sktada sie ona z ceramidéw (40-50% masy), cholesterolu (20-30%),
siarczanu cholesterolu (2-5%) i wolnych kwaséw ttuszczowych (7-13%) [11], [12].
Nalezy w tym miejscu wskazac, ze warstwa SC nie zawiera fosfolipidow [13]. Zas
ceramidy sg szczegodlnie wazne w zapewnianiu funkcji barierowej naskorka,
zbudowane sg z grupy sfingozyn, ktéra mogg by¢ sfingozyng, dihydrospingozyng
lub fitosfingozyng i 6-hydroksyfingozyng potaczong wigzaniem amidowym z resztg
acylowg kwasu ttuszczowego, ktory moze by¢ niepodstawiony, a-hydroksylowany
lub w-hydroksylowany i zawieraC grupe w-linoleoilowg. Taka struktura zapewnia
tworzenie silnej sieci wigzan wodorowych, ktéra utrzymuje stabilnos¢ lamelarne;j
struktury oraz zapewnia wytrzymatosc¢ i wtasciwosci barierowe SC [14].

Wolne kwasy ttuszczowe w ludzkim SC zazwyczaj sktadajg sie z nasyconych
(dtugosci fancuchéw od C14:0 do C34:0) i nienasyconych (C16:1 do C18:1, C30:1
do C36:1, C18:2) kwasow ttuszczowych. Najliczniejsza grupa kwasow ttuszczowych

18|Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [CZESC LITERATUROWA]

obecnych w SC (>50% wszystkich kwasow ttuszczowych SC) to kwasy nasycone,
liniowe lipidy o taricuchach od 16 do 30 atomow wegla, z ktdrych najczestszymi sg
kwas lignocerynowy (C24:0) i kwas heksakozanowy (C26:0) [13].

Podsumowujgc, SC tworzy hydrofobowa, niepolarng bariere ochronna, ktora jest
okreslana przez homeostatyczny skfad i iloS¢ poszczegolnych sktadnikéw SC.
Wahania w ilosci sktadnikow SC, jak rowniez zwiekszone nawodnienie tej warstwy
znaczaco zmieniajg jej wtasciwosci (rys. 4.2). Jesli chodzi o transdermalne
podawanie SA, powyzsze informacje sg cenng wskazowkg dla badaczy, poniewaz
zacheca do poszukiwania srodkéw zwiekszajagcych przenikanie, ktére mogag
tymczasowo wptywac na sktad chemiczny i uwodnienie SC.

Stratum corneum
Parowanie wody

It
Ty

Rys. 4.2. Zmodyfikowany model cegietkowo-zaprawowy warstwy rogowej naskorka narysowany
z uwzglednieniem udziatu wody. Woda przenika kretymi sciezkami miedzykomodrkowej macierzy
lipidowej i przez korneocyty (woda nieustannie odparowuje z powierzchni skory). Wraz ze spadkiem
zawartosci wody w kierunku powierzchni skory, grubos¢ korneocytéw zmniejsza sie [6], licencja CC
BY 4.0

Dostarczanie przezskorne umozliwia penetracje skory, modyfikujgc wtasciwosci
warstwy rogowej naskoérka za pomocg metod pasywnych lub metod aktywnych.
Podczas gdy technika pasywna koncentruje sie na interakcji SA i nosnika oraz
optymalizacji, aby wptyng¢ na strukture warstwy rogowej naskorka, aktywne
podejscie wykorzystuje energie zewnetrzng, aby utatwic transport SA przez skore
lub poprzez fizyczne zaktdcenie najbardziej zewnetrznej warstwe skory, znang jako
warstwa rogowa naskorka [15], [16].
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4.1.2. Nosniki substancji aktywnych

Dla umozliwienia efektywnego transportu tych substancji w gtgb skéry tworzy sie
nowoczesne roznego rodzaju nosniki, w ktorych zamkniete sg niewielkie ilosci
substancji aktywnej. Zadaniem nosnikow jest penetracja kolejnych warstw skoéry
i transport substancji czynnej do miejsca, w ktorym powinno dojs¢ do jej uwolnienia
[17].

Polimerowe nanoczgstki opracowane przez P. P. Speisera do celéw
farmaceutycznych w potowie lat siedemdziesigtych [18] znalazty jedynie
ograniczone zastosowanie w kosmetykach. Problemem jest czesto brak statusu
regulacyjnego wielu stosowanych polimerow, kosztowna produkcja na duzg skale
i brak biodegradacji (brak "zielonych" produktéw, a wiec brak certyfikacji po
ECOCERT/COSMOS). Z biegiem czasu, pojawity sie rowniez rozne "somy",
wywodzace sie z liposomow i znajdujacych niewiele zastosowan (np. niosomy,
etosomy, transferomy, farmakosomy, herbosomy, koloidosomy, sfinosomy
i kubosomy [19].

Krokiem naprzod w 1991 roku byto opracowanie nosnika wykonanego ze statych
lipidéw, statych nanoczgstek lipidowych (SLN, ang. Solid Lipid Nanoparticles).
Sa one produkowane z emulsji poprzez zastgpienie ciektego lipidu (oleju) statym
lipidem i dlatego sg state w temperaturze ciata. Druga generacja tych czgstek,
nanostrukturalne nosniki lipidowe (NLC, ang. Nanostructured Lipid Carriers) trafita
na rynek kosmetyczny w 2005 roku i jest zazwyczaj mieszaning jednego statego
lipidu i jednego ciektego lipidu [20] np. tristearyny itrojglicerydu
kaprylowego/kaprynowego, ktore réwniez sg state w temperaturze ciata.

W 2014 r. opracowano nowg generacje nosnikow o nazwie SmartLipids [21]. Laczg
one wszystkie dotychczasowe zalety poprzednich czgstek i dodajg nowe kluczowe
cechy — sg to wyraznie zwiekszona pojemnosc¢ i silne wigzanie substanciji czynnych,
wraz z poprawiong stabilnoscig fizyczng i zwiekszong stabilnoscig chemiczna.
Osiagnieto to poprzez stworzenie "chaotycznej" struktury matrycy na drodze
zmieszania wielu roznych lipidow, np. do dziesieciu statych lipidow lub mieszaniny
statych i ciektych lipidow [22].

Nanoczastki lipidowe sg obecnie jednymi z najnowszych i najbardziej skutecznych
nosnikéw substancji aktywnych w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym,
ktérych zadaniem jest zwigekszanie biodostepnosci inkorporowanej substancji
aktywnej [23], [24], [25], [26]. Ze wzgledu na zawartos¢ fizjologicznych
i biodegradowalnych lipidéw, wykazujg powinowactwo do skoéry istosowane
zewnetrznie nie naruszajg, jej funkciji [27].

4.1.3. Nanoczgstki lipidowe

Nanoczagstki lipidowe (LN, ang. Lipid Nanoparticles) stanowig nowoczesng
i wszechstronng platforme transportowg, stosowang w kosmetyce i farmacji, jak
wspomniano powyzej, od poczatku lat 90. XX wieku. Ich struktura oparta jest na
biokompatybilnych i biodegradowalnych lipidach, ktére dzieki zdolnosci do
inkorporacji zarowno zwigzkow lipofilowych, jak i hydrofilowych, umozliwiajg
efektywne dostarczanie substancji aktywnych. Stabilnos¢ uktadu zapewniajg
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surfaktanty, petnigce kluczowg role w ksztattowaniu wtasciwosci dyspersii.
Charakter koncowej formulacji zalezy m.in. od rodzaju uzytego lipidu, surfaktantu
oraz zastosowanej metody wytwarzania (rys. 4.3 i 4.4).

| generacja — state nanoczastki lipidowe (SLN)

State nanoczastki lipidowe nalezg do pierwszej generacji LN. Ich wielkoS¢ miesci
sie w zakresie 40-1000 nm, a matryca lipidowa pozostaje w stanie statym
w temperaturze ciata. Do wnetrza tak zbudowanej struktury mozna enkapsulowac
substancje czynne, ktérych uwalnianie zalezy od miejsca ich lokalizacji w obrebie
nanoczgstki. SLN wykazujg niski profil toksycznosci, wynikajgcy z zastosowania
lipidow uznawanych za fizjologiczne. W praktyce wyroznia sie trzy podstawowe
typy SLN, rdznigce sie rozmieszczeniem substancji aktywnej: matrycowe,
z rdzeniem lipidowym oraz z substancjg ulokowang w warstwie powierzchniowe;.

Il generacja — nanostrukturalne nosniki lipidowe (NLC)

Drugg generacje nanonosnikéw stanowig NLC, powstate w celu eliminacji
ograniczen klasycznych SLN. Struktura NLC opiera sie na mieszaninie lipidow
statych i ciektych w scisle dobranych proporcjach (najczesciej 70:30 do 99,9:0,1).
Obecnosc frakcji ciektej redukuje stopienn uporzgdkowania matrycy lipidowej, co
przektada sie na zwiekszong pojemnos¢ tadunkowg oraz wyzszg stabilnosc
fizyczng. WielkoS¢ NLC nie przekracza zazwyczaj 200 nm, a ich cechy -
biodegradowalnos¢ i biokompatybilnos¢ — czynig je atrakcyjnymi nosnikami
substancji aktywnych stosowanych w kosmetologii i farmac;ji [28].

lll generacja — SmartLipids®

Najmtodsza, trzecig generacje stanowig SmartLipids®, wprowadzone w 2014 roku.
Ich unikatowa ,chaotyczna” struktura tworzona jest poprzez potgczenie nawet
kilkkunastu réznych lipidow, zaréwno statych, jak i ciektych. Taki ukfad zwieksza
mozliwosci enkapsulacji, poprawia stabilnosc fizyczng i chemiczng oraz pozwala
uzyskacC przedtuzony profil uwalniania substancji czynnych. Typowe rozmiary
SmartLipids® mieszczg sie w zakresie 200—400 nm, cho¢ mogg siegac od kilku do
ponad 1000 nm. Dzieki synergii zalet SLN i NLC sg one obecnie uwazane za jedne
z najbardziej perspektywicznych nosnikow substancji aktywnych w dermo-
kosmetykach i farmac;ji [29].

Nalezy dodac, ze niektére z wczesniej opisanych czgsteczek NLC juz reprezentujg
zasade "SmartLipids". Dzieje sie tak w przypadku, gdy jeden staty lipid stosowany
w mieszaninie jednego statego/jednego ptynnego lipidu jest to komercyjny lipid,
ktdry jest juz mieszanka wielu lipidow, lub gdy jest to a priori nieuporzgdkowana
mieszanka roznych struktur, np., wosk carnauba, sktadajgcy sie gtdwnie z estrow
alifatycznych (40,0% wag.), diestrow kwasu 4-hydroksycynamonowego (21,0%
mas.), w-hydroksykwaséw karboksylowych (13,0% wag.) i alkoholi kwasow
ttuszczowych (12,0% wag.). Dlugos¢ tancucha kwaséw ttuszczowych i alkoholi jest
gtébwnie w zakresie C26-C30 [30]. Innym klasycznym przyktadem komercyjnej
mieszanki lipidow jest Cutina LM, ktéra sktada sie z z trzech czystych lipidow
i trzech naturalnych mieszanin lipidow (alkohol cetylowy, glukozyd cetearylowy,
octylododekanol, wosk carnauba, wosk candelila i wosk pszczeli) [31].
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Rys. 4.3. Schemat budowy nanoczastek lipidowych trzech typow - prostokaty reprezentuja ttuszcze
state, a pozostate ksztatty réznych typow lipidow, substancja aktywna oznaczona jako grantowe kulki
[32].

Na budowe nanoczgstek lipidowych skfadajg sie: staty lipid, substancja aktywna,
emulgator i woda (w przypadku NLC i SmartLipids). State lipidy (o zawartosci 0,1-
30% wag. mieszaniny) zdyspergowane w wodzie tworzg matryce lipidowa, w ktorej
rozpuszczona lub zawieszona jest substancja aktywna. Aby stabilizowac potgczenie
wody i lipidu dodawane sg emulgatory (ok. 0,5-5% wag. mieszaniny). W przypadku
NLC, aby uzyska¢ matryce lipidowa, state lipidy miesza sie z cieklymi w stosunku
70:30-99,9:0,1 [33]. W =zaleznosci od metody syntezy oraz charakterystyki
wprowadzonego sktadnika aktywnego obserwuje sie rozne rozmieszczenie
substancji w strukturze powstatej nanoczastki, co ma zkolei wptyw na jej
wiasciwosci np. szybkos¢ uwalniania SA (rys. 4.4).
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lipiddw i niska zawartosé oleju

1 Model
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Rys. 4.4. Modele struktur réznych typow nanoczastek lipidowych, otrzymywanych dzieki
odmiennym warunkom i wtasciwosciom ich sktadnikéw. (zaadaptowano z [34])

Do najwiekszych zalet nanoczgstek lipidowych zalicza sie ich nietoksycznosc,
dzieki biodegradowalnosci struktury lipidowej [35], zwiekszanie skutecznosci
przenikania transportowanej substancji aktywnej w gtgb skoéry [36] oraz
zwiekszenie nawilzenia skoéry na skutek wytworzenia filmu na skorze [37]
i wzmocnienia bariery warstwy lipidowej przez przyleganie do warstwy rogowej
[38].
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Przenikanie inkorporowanych substancji biologicznie czynnych w nanoczastkach
lipidowych jest bardzo efektywne dzieki kilku czynnikom [39] (rys. 4. 5). Jednym
z nich sg zdolnosci adhezyjne tego rodzaju nanoczgstek do warstwy rogowej
naskorka, co umozliwia enkapsulowanym substancjom dotrze¢ do gtebszych
warstw skory (rys. 4.5a) Nastepstwem adhezji SLN/NLC jest utworzenie filmu
okluzyjnego, ktory ogranicza przeznaskérkowg utrate wody (TEWL, ang. Trans
Epidermal Water Loss) (rys. 4.5b) [40], [41] co powoduje zmniejszenie wypetnienia
korneocytow (komorek warstwy rogowej) i poszerzenie szczelin pomiedzy nimi, co
rowniez utatwia przenikanie substancji w gtgb skory [42], [43], [44]. Kolejnym
czynnikiem determinujacym transport SA jest rozmiar i podobieristwo nanoczastek
lipidowych do fizjologicznego sktadu skory [45] co umozliwia wymiane lipidow
z warstwg rogowa [46] (rys. 4.5c). Warto wspomnie¢ o mozliwosci dyfuzji substancii
czynnej przez mieszki wtosowe, ktore znajdujg sie w miejscach na skorze o cierszej
strukturze warstwy rogowej i przy obecnosci sieci naczyn wiosowatych, a ruch
wtosa przesuwa nanoczastki lipidowe w gtgb skoéry — w kierunku gruczotu tojowego
(rys. 4.5d) [47].

Nanoczastki TEWL Nanoczastki
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A przezskérne przenikanie B. ograniczenie TEWL i C. wymiana lipidéw miedzy D. przenikanie nanoczastek w
nanoczastek po bezposrednim nawilzenie skory w wyniku nanoczastkami a stratum ujéciach mieszkéw wiosowych
kontakcie z warstwa rogowa wytworzenia filmu okluzyjnego corneum i gruczotach fojowych

przez nanoczastki

Rys 4.5. Mozliwe mechanizmy przenikania sktadnikow przez skore za pomoca nanoczagstek
lipidowych (na podstawie [48])

Poza ufatwieniami w transporcie substancji, enkapsulacja w SLN/NLC zapewnia
inkorporowanym substancjom aktywnym chemiczng ochrone izwiekszenie
stabilnosci podczas transportu do miejsca uwolnienia [49]. Wigzanie SA z matrycag
lipidowg wptywa na trwatosC¢ substancji i eliminuje potencjalne uwalnianie
substancji czynnej podczas przechowywania [43].

Pozadane uwalnianie SA moze by¢ szybkie, przedtuzone/trwate lub powinno byc¢
tak wolne, jak to tylko mozliwe (nawet do catkowitego braku uwalniania). Oznacza
to, ze system nosnika powinien zapewnia¢ mozliwos¢ kontrolowania uwalniania
substancji czynnych. Uwalnianie moze by¢ kontrolowane przez lokalizacje
aktywnego wewnatrz statej matrycy czastek lipidowych (rys. 4.6) Przedtuzone
uwalnianie jest pozadane w wielu preparatach, np. w zwigzkach
przeciwstarzeniowych, takich jak retinol. Kontrolowane uwalnianie jest rowniez
pozadane w przypadku substancji czynnych mogacych podrazniac skore,
poniewaz stezenia, ktore sg zbyt wysokie i promujg podraznienie nalezy unikac.
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Rys. 4.6. Modele kosmetycznych SA lub lekéw (zielony) wbudowanych w nanoczastki lipidowe.
Od lewej: model wzbogaconej otoczki (szybkie uwalnianie), model roztworu statego (przedtuzone
uwalnianie) i model wzbogaconego rdzenia (bardzo powolne uwalnianie) [32]

4.1.4. Charakterystyka otrzymanych nanoczgstek lipidowych

Charakterystyka fizykochemiczna nanoczastek lipidowych stanowi kluczowy etap
oceny ich stabilnosci, morfologii oraz wtasciwosci strukturalnych matrycy lipidowej,
determinujgcych ~ zachowanie  nosnika ~w  ukfadach  kosmetycznych
i farmaceutycznych. Wtasciwosci te decydujg o biodostepnosci substancji
czynnych, ich uwalnianiu oraz interakcji z warstwg rogowag skoéry [50].

Stabilnos¢ dyspersiji koloidalnych, takich jak uzyskane nanoczastki lipidowe, zalezy
w duzej mierze od fadunku elektrycznego na powierzchni czastek. Na granicy faz
ciecz—czastka powstaje podwdjna warstwa elektryczna, sktadajgca sie z warstwy
jonow zaadsorbowanych na powierzchni oraz warstwy dyfuzyjnej. Rdznica
potencjatow miedzy tymi warstwami okreslana jest jako potencjat zeta (C), bedacy
miarg stabilnosci uktadu. Wysoka wartos¢ bezwzgledna potencjatu zeta (|¢| > 30
mV) swiadczy o dobrej dyspersyjnosci i matej tendencji czastek do agregaciji.
Wartos¢ ta zalezy m.in. od pH uktadu — przy tzw. punkcie izoelektrycznym (¢ = 0)
czastki tatwo ulegajg zlepianiu. Do pomiaru potencjatu zeta wykorzystuje sie miedzy
innymi Zetasizer Nano Z pracujgcy w oparciu o technike elektroforetycznego
rozpraszania Swiatta (ELS, ang. Electrophoretic Light Scattering). Czastki
zawieszone w cieczy poruszajg sie w polu elektrycznym, a ich predkos¢ migraciji
jest rejestrowana przez system optyczny i przeliczana na wartos¢ potencjatu zeta.
Oprogramowanie aparatu umozliwia automatyczne opracowanie wynikow oraz
analize stabilnosci dyspersiji [51].

Kolejne z podstawowych parametréw opisujgcych nanonosniki lipidowe sg Srednia
wielkos¢ czgstek (Z-Ave, ang. mean particle size) oraz wskaznik polidyspersyjnosci
(Pdl, ang. Polydispersity Index), okreslane metodg dynamicznego rozpraszania
Swiatta (DLS, ang. Dynamic Light Scattering). Technika ta wykorzystuje analize
fluktuacji intensywnosci rozproszonego Swiatta wywotanych ruchem Browna
czgstek zawieszonych w cieczy. Na podstawie predkosci ich dyfuzji obliczana jest
hydrodynamiczna srednica czastek zgodnie z rownaniem Stokesa-Einsteina [52].
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Wartos¢ Pdl informuje o jednorodnosci rozktadu wielkosci czastek — wartosci
ponizej 0,3 uznaje sie za charakterystyczne dla dyspersji jednorodnych, typowych
dla stabilnych nanostruktur lipidowych [53].

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM, ang. Transmission Electron
Microscopy) umozliwia bezposrednig obserwacje morfologii i ksztattu nanoczgstek
lipidowych, dostarczajac informacji o ich rozkladzie wielkosci, gtadkosci
powierzchni oraz jednorodnosci matrycy lipidowej. Dzieki wykorzystaniu wigzki
elektronbw TEM pozwala na uzyskanie obrazu o rozdzielczosci rzedu
pojedynczych nanometrow, umozliwiajac wizualizacje sferycznych lub owalnych
nanoczgstek charakterystycznych dla uktadéw SLN i NLC [54].

Wysoki stopien jednorodnosci morfologicznej koreluje z rownomiernym
rozmieszczeniem lipidow w matrycy oraz korzystnymi wifasciwosciami
reologicznymi i stabilnoscig uktadu.

Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC, ang. Differential Scanning Calorimetry)
stanowi podstawowg metode oceny wiasciwosci termicznych i polimorficznych
lipidow uzytych w matrycy nanoczastek. Analiza krzywych topnienia pozwala na
okreslenie temperatur przejS¢ fazowych oraz entalpii topnienia, ktore
odzwierciedlajg stopien krystalicznosci lipidéw. Lipidy mogg wystepowac w trzech
podstawowych odmianach polimorficznych: a, 8’ oraz 3, roznigcych sie stabilnoscig
termodynamiczng i uporzadkowaniem fancuchoéw alifatycznych [55].

W nanoczgstkach lipidowych obserwuje sie zwykle czesciowa rekrystalizacje
lipidow w formach metastabilnych (a lub B’), co sprzyja tworzeniu bardziej
elastycznej i mniej uporzgdkowanej matrycy — korzystnej dla kontrolowanego
uwalniania substancji czynnych [56].

Dyfrakcja rentgenowska (XRD, ang. X-ray Diffraction) pozwala na okreslenie
uporzgdkowania strukturalnego i identyfikacje faz krystalicznych lipidow
w nanoczastkach. Pozycje i intensywnosci reflekséw dyfrakcyjnych dostarczajg
informacji o odlegtosciach miedzy ptaszczyznami krystalicznymi i rodzaju form
polimorficznych.

Wzorce dyfrakcyjne nanoczgstek lipidowych charakteryzujg sie zwykle
poszerzonymi refleksami, co swiadczy o niskim stopniu krystalicznosci lipidow
w poréwnaniu do ich form surowych. Taka amorficzno-krystaliczna struktura jest
pozadana, gdyz zapobiega krystalizacji substancji czynnych i umozliwia ich bardziej
stabilne osadzenie w matrycy lipidowej [57].

4.1.5. Zastosowania nanoczastek lipidowych w kosmetologii

Nanoczgstki lipidowe z powodzeniem wykorzystywane sg w szerokiej gamie
produktow kosmetycznych i dermokosmetycznych. Ich obecnos¢ pozwala na:

= zwiekszenie biodostepnosci sktadnikow aktywnych (np. witamin, polifenoli,
terpenow),

= poprawe stabilnosci substancji wrazliwych na swiatto, tlen czy temperature,

* zmniejszenie potencjatu draznigcego poprzez kontrolowane uwalnianie,

= poprawe witasciwosci sensorycznych formulacji (np. fatwiejsza aplikacja,
uczucie nawilzenia),
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= uzyskanie efektu filmotwdrczego na powierzchni skory, sprzyjajgcego jej
nawilzeniu.

Przyktadowo, w badaniach nad zastosowaniem SLN i NLC w preparatach
przeciwstonecznych wykazano, ze nanonosniki te poprawiajg rozpuszczalnosc
i stabilnosc filtrow UV, jednoczesnie zmniejszajgc ich potencjat draznigcy. Ponizej
na rys. 4.7 pokazano potencjalne zastosowania w produkcji réznych produktow
kosmetycznych.

Ochrona
przeciwstoneczna
_ Pielegnacja
Leczenie ran . ‘ wlosow
Leczenie
tuszczycy i
atopowego

zapalenia skory

N
Rozjasnianie

Przeciwdziatanie
objawom Leczenie tradziku
starzenia

Rys. 4.7. Potencjalne zastosowania nanoczastek lipidowych jako nosnikéw SA [58]

Strategie oparte na nanonosnikach sg ogodlnie uwazane za bezpieczne ze wzgledu
na biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos¢ materiatow takich jak liposomy
i nanoczastki lipidowe, chociaz niektore typy, takie jak liposomy kationowe, moga
stanowi¢ zagrozenie dla komorek odpornosciowych. Ich staba penetracja
i kontrolowane uwalnianie SA przyczyniaja sie do korzystnego profilu
bezpieczenstwa [59]. Skalowalnos¢ jest jednak gtéwng przeszkodg, zwiaszcza
w przypadku liposomdw, poniewaz spojna, powtarzalna produkcja na duzg skale
stanowi wyzwanie techniczne [60]. Chociaz nanonosniki mogg zmniejszy¢ dawki
terapeutyczne i zwiekszyC skutecznosc leku, wysokie koszty zwigzane z badaniami,
rozwojem i zgodnoscig z przepisami mogg utrudnia¢ rozwaj [61]. Ich poréwnanie
przedstawiono w tabeli 4.1.
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nanoemulsji stosowanych w systemach dermalnych

Wiasciwos¢ Liposomy SLN/NLC Nanoemulsje
Podwdjna warstwa Warstwa Warstwa
lipidowa surfaktantu surfaktantu
Staty Ptynny
lipidowy lipidowy
rdzeri rdzen
Budowa

Przepuszczalnosc

Srednia — zalezna od
fuzji dwuwarstwy
fosfolipidowej z
lipidami skory

Niska — ograniczona
przez statg matryce
lipidowa

Wysoka — maty
rozmiar kropli
sprzyja penetracji

Niska — fosfolipidy

Wysoka — state lipidy

Srednia - wymaga

Stabilnos¢ poda_tne_ na ZW'kazaJ,% emulgatorow i
utlenianie odpornosc na o ;
. . ) stabilizatoréw
i degradacje degradacje
Wysoka — - .
. Srednia — powolne, .
ukierunkowane Wysoka — szybkie
. ) L kontrolowane L
Biodostepnosc uwalnianie i dobra L uwalnianie i
s uwalnianie .
zgodnoscé - wchfanianie
X . substancji
biologiczna
Srednia -

Skalowalnos¢

Niska — hydratacja
filmu lipidowego,
sonikacja, ekstruzja

homogenizacja
wysokocisnieniowa
i mikroemulsyfikacja

Wysoka — prosta
produkcja emulsji
olej-woda

Typowe
zastosowania

Witamina C
(stabilnos¢ i
penetracja), peptydy

Koenzym Q10,
witamina E
(stabilnosc¢
i trwatosc)

Retinol (zwiekszona
biodostepnosc,
mniejsze
podraznienie)
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4.2. Laktony seskwiterpenowe
4.2.1. Wiasciwosci fizyczne laktondw seskwiterpenowych

Laktony seskwiterpenowe sg bardzo rozpowszechnione w rozpowszechnione
w gatunkach z rodzin roslin ztozonych, czyli astrowatych (Compositae,
Asteraceae), selerowatych, czyli baldaszkowatych (Apiaceae, Umbelliferae) oraz
magnoliowatych (Magnoliaceae). Seskwiterpeny laktonowe zawierajg liczne rosliny
i warzywa (aster, stokrotka, seler, marchew, magnolia, tulipanowiec i wiele innych).
Suszone Kkorzenie Saussurea lappa, znane jako Mu-xiang, sg powszechnie
stosowane jako lek w Chinach, Japonii i Indiach) jako remedium na wiele
dolegliwosci.

Tabela 4.2. Poréwnanie wiasciwosci fizycznych badanych laktonow seskwiterpenowych.

Wiasciwos¢ Lakton dehydrokostusowy Kostunolid

Struktura
Masa molowa [g/mol] 230,3 232,3
Temperatura 57-61 106-107
topnienia [°C]
Lipofilowosé (logs) ~ 284-3.07 3,38-4,22
P 9 (rednia lipofilowos¢) (wysoka lipofilowos¢)
nierozpuszczalny w wodzie, nierozpuszczalny w wodzie,
Rozpuszczalnosé rozpuszczalny w  DMSO rozpuszczalny w DMSO, DMF
i etanolu i etanolu
Przechowywanie 2-8°C 2-8°C

Zgodnie z tabelg 4.2. lakton dehydrokostusowy i kostunolid to strukturalnie
pokrewne laktony seskwiterpenowe o wysokiej lipofilowosci i praktycznie zerowej
rozpuszczalnosci w wodzie. Kostunolid wyrdznia sie nieco wyzszg masg, znaczaco
wyzszg temperaturg topnienia oraz wiekszg lipofilowoscia, co moze wptywac¢ na
jego wiasciwosci farmakokinetyczne i stabilnos¢ fizykochemiczng. Oba wymagajg
podobnych warunkéw przechowywania i rozpuszczalnikdw organicznych do
przygotowania probek. Ponadto znacznie wyzsza temperatura topnienia
kostunolidu sugeruje silniejsze oddziatywania miedzyczgsteczkowe (np. bardziej
regularna krystaliczna struktura, wieksza liczba wigzann wodorowych lub uktadow
T-T1) co bedzie dalej przedmiotem dyskusji w analizie wynikow badan DSC i XRD.
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4.2.2. Wiasciwosci biologiczne laktondw seskwiterpenowych

Kostunolid (K) i lakton dehydrokostusowy (L) sa gtownymi bioaktywnymi
sktadnikami S. /lappa i zbadano, iz oba zwigzki majg szerokie spektrum
potencjalnych aktywnosci biologicznych - przeciwnowotworowe [62], [63],
przeciwzapalne [64], przeciwdrobnoustrojowe [65], przeciwgrzybicze [66]
i aktywnosci przeciwwirusowe [67]. Dodatkowo mogg rowniez rozszerzac oskrzela,
poprawiaC funkcje zotgdka, obniza¢ cisnienie krwi i tagodzi¢ skurcze migsni
gtadkich [68]. Z punktu widzenia przemystu kosmetycznego, bardzo istotne sg
doniesienia o zdolnosci do hamowania komorkowej produkcji melaniny, co moze
czyniC te zwigzki chemiczne jako substancje aktywne kosmetykow wybielajgcych
skore [69].

Laktony seskwiterpenowe, takie jak kostunolid i lakton dehydrokostusowy,
stanowig grupe zwigzkow o szerokim spektrum aktywnosci biologicznych. Ich
bioaktywnos¢ wynika z obecnosci reaktywnej grupy a-metyleno-y-laktonowej,
ktora umozliwia tworzenie wigzan kowalencyjnych z grupami tiolowymi (—SH)
biatek, modyfikujac tym samym kluczowe szlaki sygnalizacyjne komorki
(mechanizm addycji Michaela). Niestety zaréwno kostunolid, jak i lakton
dehydrokostusowy sg bardzo stabo wchtaniane po podaniu doustnym z powodu
ich stabej rozpuszczalnosci w wodzie [70], warto jest wykorzystac ich zdolnos¢ do
rozpuszczania w ttuszczach oraz inne drogi podania np. przezskérng. Kostunolid
i lakton dehydrokostusowy mogg znalez¢ zastosowanie nie tylko w farmakologii, ale
rowniez w kosmetologii i dermatologii, zwltaszcza w preparatach o dziataniu
przeciwstarzeniowym, przeciwzapalnym i rozjasniajgcym skore.

Zarowno kostunolid, jak i lakton dehydrokostusowy wykazujg silne dziatanie
przeciwzapalne, wynikajagce gtdwnie z hamowania aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. DHE blokuje fosforylacje kinazy IKKB, uniemozliwiajgc
degradacje inhibitora IkBa, co skutkuje zahamowaniem translokacji NF-kB do jgdra
i spadkiem ekspresji mediatoréw zapalenia, takich jak TNF-q, IL-1p, IL-6, COX-2
i INOS. Kostunolid wykazuje podobny efekt, a ponadto hamuje szlaki MAPK
(ERK1/2, JNK, p38), ograniczajgc produkcje prostaglandyn i tlenku azotu (NO)
w keratynocytach oraz makrofagach [71]. Dzieki tym wtasciwosciom laktony
seskwiterpenowe stanowig obiecujgce sktadniki kosmetykow fagodzacych,
przeciwrumieniowych i po-zabiegowych, wspierajgcych regeneracje skory po
ekspozyciji na czynniki draznigce lub UV.

Kostunolid i lakton dehydrokostusowy wykazujg réwniez dziatanie antyoksydacyjne
poprzez aktywacje jgdrowego czynnika zwigzanego z czynnikiem erytroidalnym 2
Nrf2 (Nrf2, ang. nuclear factor erythroid-2 related factor) [72], [73]. Aktywowany
Nrf2 zwieksza ekspresje enzymow detoksykacyjnych i antyoksydacyjnych, co
prowadzi do ograniczenia stresu oksydacyjnego indukowanego przez
promieniowanie UV, ozon i wolne rodniki tlenowe. Dzieki temu kostunolid i lakton
dehydrokostusowy moga potencjalnie petnic funkcje zZwigzkow
przeciwstarzeniowych, chronigcych komorki skoéry przed fotostarzeniem
i degradacjg kolagenu. Ich mechanizm dziatania jest zblizony do naturalnych
induktoréw szlaku Nrf2, takich jak sulforafan czy kurkumina.
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Kostunolid i lakton dehydrokostusowy wykazujg aktywnos¢ przeciw-
drobnoustrojowg wobec bakterii Gram-dodatnich, m.in. Staphylococcus aureus
i Propionibacterium acnes, oraz grzyboéw Candida albicans [74], [75]. Dziatanie to
wigze sie z zaburzeniem integralnosci btony komorkowej, hamowaniem biosyntezy
biatek oraz modulacjg metabolizmu lipidowego drobnoustrojow. W rezultacie
zwigzki te mogg byC stosowane w kosmetykach o dziataniu oczyszczajacym,
przeciwtragdzikowym i przeciwtupiezowym, zapewniajac jednoczesnie efekt
przeciwzapalny.

Badania dotyczace kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego skupiaty sie na
okresleniu ich aktywnosci biologicznej przez dziatanie bezposrednie na okreslony
typ komoérek, bez projektowania bardziej zaawansowanych systemoéw dostarczania
lekéw. Prace badawcze w tym temacie mogg znaczgco wptyngC na ich potencjat
aplikacyjny, zwlaszcza w przypadku produktéw rozjasniajgcych przebarwienia,
z ktérymi zmagaja sie osoby starsze, osoby w rejonach bardziej nastonecznionych,
a takze w terapii zaburzen hiperpigmentacyjnych.
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4.3. Emulsje kosmetyczne

Emulsja to heterogeniczna mieszanina sktadajgca sie z co najmniej jednej
niemieszajgcej sie cieczy drobno zdyspergowanej w postaci kropelek, z ktérych
kazda ma srednice wiekszg niz 0,1 um. Dodanie elementow takich jak: emulgatory,
drobno rozdrobnione czgstki (nanoczgstki lub  mikroczastki), zwigzki
powierzchniowo czynne itp. mogg pomaoc tym uktadom stac sie bardziej stabilnymi.
W 1972 r. IUPAC-IUB przedstawit definicje emulsji, ktora uchwycita zrozumienie:
"W emulsji kropelki cieczy i/lub ciekte krysztaty sg rozproszone w cieczy". Mikro-
i makroemulsje zostaty zdefiniowane przez M. K. Sharme i D. O. Shah [76], ktorzy
rozroznili je na podstawie stabilnosci i wielkosci.

Emulsje mozna podzielic na kategorie w oparciu o ich skiad, wielkos¢
zdyspergowanych kropelek i charakter ich stabilizacji. Kazdy rodzaj emuls;ji
charakteryzuje sie unikalnymi cechami, ktore wptywajg na ich zastosowanie. Biorgc
pod uwage sredni rozmiar kropel mozna wyrozni¢: makroemulsje (di > 1 pum),
emulsje submikronowe (0,1 um < di < 1 um), mikroemulsje (0,01 < di < 0,1 um)
[77], co przedstawiono na rys. 4.8, przy czym granice zakresow rozmiarow tych
emulsji moga sie nieco réznic.

10 1 10' 102
Rozmiar kropel

Rys. 4.8. Zakresy rozmiarow czgstek i kropli w roznych typach uktadéw dyspersyjnych stosowanych
w formulacjach kosmetycznych i farmaceutycznych

4.3.1. Rodzaje emuls;ji

Makroemulsje

Konwencjonalne emulsje sktadajg sie z kropelek oleju rozproszonych w wodzie
(O/W) lub kropelek wody rozproszonych w oleju (W/O), stabilizowanych przez
srodki powierzchniowo czynne, ktére zmniejszajg napiecie miedzyfazowe miedzy
niemieszajgcymi sie fazami, zapobiegajgc koalescencji kropelek [78]. Rozmiar
kropli w konwencjonalnych emulsjach zazwyczaj waha sie od 0,1 do 100 ym, a na
ich stabilnos¢ duzy wptyw majg takie czynniki jak stezenie sSrodka powierzchniowo
czynnego, rozkfad wielkosci kropli oraz wiasciwosci fizykochemiczne fazy
rozproszonej i ciggtej [79]. Emulsje te sg niestabilne termodynamicznie, niemniej
jednak ich stabilnos¢ kinetyczna moze zmieniaC sie w szerokim zakresie (np.
niektére emulsje nie rozdzielajg sie przez kilka lat).
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W praktyce stabilno$¢ emulsji jest zapewniana przez wprowadzanie do dyspers;ji
roznego rodzaju emulgatoréw, ktére adsorbujgc sie w warstwie powierzchniowej,
zmniejszajg napiecie lub tworzg bariere strukturalno-mechaniczna, ktéra zapobiega
zblizaniu sie kropel do siebie [80].

Emulsje te sg szeroko stosowane w produktach spozywczych, kosmetykach
i farmaceutykach ze wzgledu na ich zdolnos¢ do kapsutkowania i dostarczania
zarébwno zwigzkéw hydrofobowych, jak ihydrofilowych. Dodatkowo nalezy
wskazac, ze szerokie zastosowanie w kosmetolologii znajdujg emulsje typu W/O.
Stabilnos¢ kinetyczna rozcienczonych tego typu emulsji jest proporcjonalna do
lepkosci osrodka ciaggtego i odwrotnie proporcjonalna do kwadratu promienia
czgstek i odwrotnie proporcjonalna do kwadratu promienia czastki, a w przypadku
uktadow stezonych jest niewielka. Stabilnos¢ agregacyjna, tj. odpornos¢ na
koagulacje jest okreslona przez catkowitg energie interakcji kropli, ktora jest sumag
energii odpychania podwdjnych warstw elektrycznych i przyciggania van der
Waalsa.

Emulsje Pickeringa

Emulsje Pickeringa sg wyjatkowe, poniewaz sg stabilizowane przez czastki state,
a nie tradycyjne srodki powierzchniowo czynne [81]. Czastki te adsorbujg sie na
granicy faz olej-woda, tworzgc mechaniczng bariere, ktdra zapobiega koalescencji
kropel, prowadzgc do wysoce stabilnych emulsji. Na stabilnos¢ i zachowanie
emulsji Pickeringa znaczacy wptyw ma rozmiar, ksztatt i wiasciwosci
powierzchniowe czastek stabilizujgcych, ktore mogg byC¢ materiatami
nieorganicznymi, takimi jak krzemionka, lub organicznymi, takimi jak celuloza [82].

Emulsje Pickeringa sg coraz czesciej badane pod katem zastosowan
w dostarczaniu lekéw, nauce o zywnosci i syntezie materiatow ze wzgledu na ich
bardzo dobrg stabilnos¢ i potencjat zmniejszenia zuzycia sSrodkow powierzchniowo
czynnych.

Wiele parametrow wptywa na wydajnos¢ emulsji Pickeringa. Zarowno jednorodna
predkos¢ mieszania, jak i czas wplywaja na wielkos¢ kropli podczas
przygotowywania emulsji. Udziat objetosciowy oleju ma znaczacy wptyw na forme
morfologiczng emulsji [83]. Stosunek objetosciowy fazy olejowej do wodnej ma
wptyw na strukture emulsji, np. wartos¢ pH fazy wodnej wptywa na tadunek
powierzchniowy czastek i rodzaj emulsji Pickeringa [84].

Emulsje wielokrotne

Emulsje wielokrotne to ztozone uktady, w ktorych emulsje sg zagniezdzone
w innych emulsjach, takich jak woda w oleju w wodzie (W/O/W) lub olej w wodzie
w oleju (O/W/O). Systemy te pozwalajg na enkapsulacje i kontrolowane uwalnianie
substancji, co czyni je cennymi w dostarczaniu lekdéw, nauce o zywnosci
i kosmetykach [85]. Jednak ich ztozonos¢ stanowi réwniez powazne wyzwanie dla
stabilnosci i charakterystyki, poniewaz emulsje te sg wrazliwe na warunki
srodowiskowe, a utrzymanie stabilnosci zaréwno wewnetrznych, jak i zewnetrznych
powierzchni rozdziatu faz wymaga starannego doboru srodkéw powierzchniowo
czynnych i stabilizatorow.
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4.3.2. Stabilnosc¢ i mechanizmy stabilizacji emulsji

Jednym z kluczowych parametrow decydujgcych o jakosci i funkcjonalnosci emuls;ji
jest jej stabilnos¢. Oznacza ona zdolnos¢ ukfadu do zachowania niezmiennych
wiasciwosci fizykochemicznych (takich jak srednia i rozktad wielkosci kropel,
zawartosc fazy rozproszonej czy lepkosc¢) w czasie przechowywania, niezaleznie
od dziatania czynnikbw zewnetrznych. Stabilnos¢ emulsji stanowi zatem
podstawowy warunek jej przydatnosci uzytkowe;.

Trwatos¢  ukfadoéw  zdyspergowanych zalezy od  wielu czynnikow
fizykochemicznych, do ktorych nalezg m.in.: napiecie miedzyfazowe na granicy
ciecz—ciecz, wielkos¢ i dystrybucja kropel fazy rozproszonej, rodzaj i ilos¢
zastosowanego emulgatora lub ich mieszaniny, cisnienia Laplace’a i osmotyczne,
stosunek lepkosci oraz gestosci faz, a takze potencjat zeta i gestos¢ fadunku
powierzchniowego. Na stabilnoS¢ istotny wptyw majg rowniez warunki
srodowiskowe, takie jak temperatura, pH czy obecnos¢ elektrolitéw [86], [87].

Wybdr emulgatoréw do stabilizacji emulsji jest przeprowadzany przy uzyciu
potempirycznych skal rownowagi hydrofilowo-lipofilowej (HLB, ang. Hydrophilic-
Lipophilic Balance). Tabela 4.3 pokazuje wptyw rodzaju srodka powierzchniowo
czynnego, okreslonego przez charakterystyczng liczbe HLB, na rodzaj utworzonej
emulsji. Wybierajgc srodek powierzchniowo czynny o wymaganej liczbie HLB,
zasadniczo mozliwe jest tworzenie emulsji zarowno typu bezposredniego (o/w], jak
i odwrotnego (w/0). Aby ustabilizowac wiele emulsji, zwykle stosuje sie kombinacje
faz dwdéch emulgatorow o roznych indeksach HLB. Nalezy jednak pamietac, ze
takie zalecenia sg przyblizone, poniewaz warunki tworzenia emulsji i specyficzna
struktura chemiczna czasteczki srodka powierzchniowo czynnego majg ogromne
znaczenie [88].

Tabela 4.3. Zaleznos¢ pomiedzy wartoscig HLB a rozpuszczalnoscig emulgatora i typem tworzone;j
emuls;ji

HLB Rozpuszczalnosé Typ emuls;ji
0-4 Niedyspergowalny
W/O
~6 Niska dyspersja
8 Nlestabl_lna nieprzezroczysta srodek zwilzajacy
dyspersja
10 Stabilna nieprzezroczysta
dyspersja
yspersj oW
12 Potprzezroczysty roztwoér
14-16 Przezroczysty roztwor Solubilizatory i detergenty
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W przypadku emulsji zarowno prostych, jak i wielokrotnych, obserwuje sie te same
procesy destabilizacji:

= migracje kropel, prowadzgcg do lokalnych zmian stezenia emuls;ji
(sedymentacja, Smietankowanie),

= zmiany wielkosci kropel wskutek flokulacji, koalescencji lub fragmentacji,

* inwersje faz,

= transport masy w uktadzie, obejmujacy procesy takie jak solubilizacja,
starzenie Ostwalda czy tzw. compositional ripening (starzenie wynikajace
z obecnosci kilku sktadnikéw w uktadzie).

Przyktady takich zachowan pokazano na rys. 4.9.

Rys. 4.9. Schematyczne przedstawienie gtdwnych mechanizmow destabilizacji emulsji [89]

Mechanizmy destabilizacji majg szczegolne znaczenie nie tylko podczas procesu
wytwarzania emulsji, ale rowniez w trakcie jej przechowywania i transportu,
podczas ktorych produkt moze by¢ narazony na zmiany temperatury (zamrazanie,
ogrzewanie) czy odwodnienie. Ich konsekwencjg moze by¢ catkowity rozdziat faz
[90].

Badania nad metodami poprawy stabilnosci emulsji oraz nad poznaniem
mechanizmow ich destabilizacji prowadzone sg intensywnie od wielu lat [91], [92].
Najczesciej stosowang strategig stabilizacji jest wprowadzenie do ukfadu
odpowiednich zwigzkow petnigcych funkcje stabilizatorow struktury, obok
klasycznych emulgatorow redukujgcych napiecie miedzyfazowe.

Aby przeciwdziata¢ procesom destabilizacji, stosuje sie roznorodne podejscia:

1. Uzycie mieszanin zwigzkdw powierzchniowo czynnych o réznym
charakterze (anionowym, kationowym, niejonowym lub amfoterycznym), co
pozwala na uzyskanie synergicznego efektu stabilizujgcego.

2. Wzmacnianie granic miedzyfazowych (wewnetrznej/membranowej oraz
membranowej/zewnetrznej) poprzez dobor emulgatoréw o zréznicowanych
wartosciach HLB, co sprzyja stabilizacji mechanicznej uktadu.

3. Stabilizacje elektrostatyczng, osiggang przez zastosowanie emulgatoréw
anionowych w fazie przewodzgcej, prowadzgcg do powstania podwaojnej
warstwy elektrycznej, ktora zapobiega zlewaniu sie kropel poprzez ich
wzajemne odpychanie.

4. Stabilizacje steryczng, wynikajgcg z wprowadzenia do ukfadu
nierozpuszczalnych czastek statych (znacznie mniejszych niz srednica
kropel) lub polimerow amfifilowych, ktére tworzg przestrzenng bariere
zapobiegajgcg koalescencji.
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4.3.3. Charakterystyka rozktadu wielkosci kropel w uktadach rozproszonych

Uktady zdyspergowane zazwyczaj charakteryzujg sie polidyspersyjnoscia, czyli
obecnoscig czastek o zroznicowanych rozmiarach. Oznacza to, ze w emulsjach
wystepuje szerokie spektrum srednic kropel, a ich rozktad moze przyjmowac rézne
formy - od jednomodalnych i symetrycznych (rozktad normalny) lub
niesymetrycznych (logarytmiczno-normalny), az po silnie polidyspersyjne ukfady
o ztozonej strukturze rozktadu [91]. Zazwyczaj jednak, po diuzszym czasie trwania
procesu homogenizacji lub dziatania sit Scinajgcych, uktad dazy do osiggniecia
rozktadu jednomodalnego, co swiadczy o ustabilizowaniu sie procesu dyspersiji.

W poczgtkowych etapach emulgowania, gdy dominujgcym zjawiskiem jest
koalescencja (czyli tgczenie sie mniejszych kropel w wieksze przy niewielkich
predkosciach scinania i niskim udziale fazy rozproszonej), rozktad wielkosci kropel
czesto ma charakter bimodalny. Pierwsze maksimum takiego rozktadu odpowiada
populacji kropel pierwotnych, natomiast drugie — wiekszym kroplom powstatym
w wyniku ich zlewania [94].

Obecnie w badaniach stosuje sie analizator Mastersizer, ktéry wykorzystuje
zjawisko rozpraszania sSwiatta laserowego do okreslania rozktadu wielkosci czgstek
w badanej prébce. W trakcie pomiaru zawiesina czastek przeptywa przez skupiong
wigzke lasera, co powoduje, ze kazda czgstka wchodzi w interakcje z padajgcym
Swiattem. Urzadzenie wyposazone jest w zrodta swiatta o dtugosciach fal 488 nm
i 633 nm, zestaw detektorow oraz uktad dyspersyjny z pompka, mieszadtem i sondg
ultradzwiekowa, umozliwiajgcg rozbijanie aglomeratow. W wyniku tego
oddziatywania czgstki rozpraszajg swiatto pod réoznymi katami, a kgt rozproszenia
zalezy od ich rozmiaru — mniejsze czastki rozpraszajg swiatto pod wiekszymi katami,
natomiast wieksze czastki — pod mniejszymi. Uktad optyczny analizatora,
wyposazony w zestaw precyzyjnych detektorow fotometrycznych, rejestruje
natezenie swiatta rozproszonego w réznych kierunkach. Zebrane dane sa
nastepnie przetwarzane przez oprogramowanie urzgdzenia, ktére — na podstawie
teorii Mie (opisujgcej rozpraszanie Swiatta przez czgstki o rozmiarach
porownywalnych z dtugoscia fali) — oblicza rozktad wielkosci czastek w badanym
uktadzie. Oprogramowanie analizuje rozktad intensywnosci Swiatta wedtug teorii
Mie, dzieki czemu mozna okresli¢ frakcje czgstek w przedziale od 0,02 do 2000 ym
[95].

Jednym z najistotniejszych parametrow okreslajagcych witasciwosci uzytkowe
emulsji jest lepkos¢, definiowana jako opdor wewnetrzny cieczy wobec przeptywu
warstw ptynu wzgledem siebie. W praktyce laboratoryjnej wykorzystuje sie do jej
pomiaru lepkosciomierze rotacyjne (wiskozymetry), ktore umozliwiajg szybkie
i precyzyjne wyznaczanie lepkosci dynamicznej badanych uktadow [96]. Zasada
dziatania urzadzenia polega na pomiarze momentu oporu, jaki ciecz stawia
obracajgcemu sie wrzecionu. Po umieszczeniu wrzeciona w probce i uruchomieniu
napedu elektrycznego, urzadzenie rejestruje site oporu, a nastepnie przelicza jg
na wartos¢ lepkosci, a wynik pojawia sie bezposrednio na wyswietlaczu urzadzenia.
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4.3.4. Zastosowanie emulsji w przemysle kosmetycznym

W zaleznosci od proporcji fazy rozproszonej oraz rodzaju emulsji, poszczegdlne
preparaty moga by¢ przeznaczone do odmiennych zastosowan kosmetycznych.
Zestawienie tych zaleznosci przedstawiono w tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Zastosowanie réznych typow emulsji w formulacjach kosmetycznych w zaleznosci od
zawartosci fazy rozproszone;

Rodzaj emulsji

Zawartos¢ fazy
rozproszonej

Przyktadowe zastosowanie

o/w

ponizej 20-30% wag.

Emulsje olej w wodzie o nizszej zawartosci fazy
rozproszonej sg stosowane gtéwnie w lekkich
preparatach, takich jak kremy nawilzajace,
kremy pod makijaz, balsamy do ciata,
maseczki, kremowe szampony, dezodoranty
czy niektore odzywki do wiosow.

o/w

powyzej 20-30%
wag.

Gestsze emulsje O/W wykorzystuje sie w
kremach o uniwersalnym zastosowaniu,
w produktach typu cold cream, kremach
nocnych i pod oczy, a takze w mleczkach
kosmetycznych i wybranych odzywkach do
wiosow.

W/O

20-40% wag.

Emulsje typu woda w oleju, zawierajgce
wiekszy udziat fazy ttuszczowej, stosowane sa
w bogatych kremach tlustych, ochronnych,
nocnych, pod oczy, uniwersalnych,
w preparatach do masazu oraz w mleczkach
przeznaczonych do demakijazu.

36|Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [CZESC LITERATUROWA]

4.4. Zele

Zele to potstate uktady stosowane miejscowo lub przezskornie, zbudowane z ciektej
fazy unieruchomionej w matrycy polimerowej. Majg gftadkg konsystencje
i przezroczysty lub potprzezroczysty wyglad, co utatwia ich rownomierne
rozprowadzanie na duzych powierzchniach skory.

W zaleznosci od skfadu i rodzaju fazy ciektej zele dzieli sie na hydrozele, organozele
i oleozele. Podstawowa roznica miedzy oleozelami, hydrozelami i organozelami
polega na rodzaju fazy ciektej (olej, woda lub rozpuszczalnik organiczny) oraz
uzytych sktadnikach sieciujgcych. Roznice te determinujg ich wifasciwosci
fizykochemiczne i zakres zastosowan w farmacji, kosmetologii iinzynierii
biomateriatow [97].

44.1. Hydrozele

Hydrozele stanowig tréjwymiarowe sieci polimerowe silnie uwodnione, zdolne do
wchtaniania i zatrzymywania duzych ilosci wody, przy jednoczesnym zachowaniu
swojej struktury. Materiaty te, zbudowane z hydrofilowych tarncuchow
polimerowych, mogg wystepowac jako zele koloidalne, w ktérych woda petni
funkcje osrodka dyspersyjnego [98]. Najczesciej przyjmuje sie, ze hydrozel
to usieciowany polimer, ktory pecznieje w wodzie, ale nie ulega jej rozpuszczeniu.
Dzieki wysokiej zawartosci wody oraz elastycznosci zblizonej do tkanek
biologicznych, materiaty te zyskaty duze znaczenie w naukach biomedycznych,
farmaciji, kosmetologii i inzynierii materiatowej [99].

Zdolnos¢ do pochtaniania wody wynika z obecnosci grup hydrofilowych
w strukturze polimeru, natomiast odpornos¢ na rozpuszczanie zapewniajg wigzania
sieciujgce pomiedzy taricuchami. Do grupy hydrozeli zalicza sie zarowno materiaty
naturalne, jak i syntetyczne. W ostatnich dekadach obserwuje sie stopniowe
zastepowanie hydrozeli naturalnych syntetycznymi, ktére cechujg sie dtuzszg
trwatoscia, wiekszg wytrzymatoscig mechaniczng i mozliwoscig modyfikacji
strukturalnej. Polimery syntetyczne posiadajg dobrze okreslong budowe,
co umozliwia kontrole nad ich biodegradowalnoscia i funkcjonalnoscig [100].

Hydrozele mozna podzieli¢ wedtug kilku kryteriow jak przedstawiono w tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Klasyfikacja hydrozeli wedtug pochodzenia, sktadu, struktury i wiasciwosci

fizykochemicznych na podstawie [101], [102]

Kryterium podziatu Rodzaje Opis / Przyktady
Naturalne Kolagen, zelatyna, skrobia, alginian, agaroza
Pochodzenie ] o ]
Polimeryzowane chemicznie, o kontrolowanej
Syntetyczne

strukturze

Homopolimerowe

Z jednego monomeru; rozny stopien
usieciowania

Skiad polimerowy Kopolimerowe

Dwa Iub wiecej monomerdw; struktura
blokowa/losowa

IPN / pét-IPN

Dwie przenikajgce sie sieci (petne lub
czesciowe)

Amorficzne

Bez uporzadkowania krystalicznego

Struktura fizyczna Potkrystaliczne

Obszary krystaliczne + amorficzne

Krystaliczne

Regularna struktura przestrzenna

Chemiczne Trwate wigzania kowalencyjne
Rodzaj usieciowania ] ] ]
Fizvezne Oddziatywania jonowe, wodorowe,
y hydrofobowe
Niejonowe Brak fadunku
Jonowe Zawieraja grupy kationowe lub anionowe

tadunek elektryczny
Amfolityczne

Zawieraja grupy kwasowe i zasadowe

Zwitterjonowe

Kazda jednostka ma tadunek + i —

Wspdtczesne definicje opisujg hydrozele jako uktady wielosktadnikowe sktadajgce
sie z trojwymiarowej sieci polimerowej i wody wypetniajgcej przestrzenie miedzy
makroczgsteczkami. lloS¢ zatrzymanej wody zalezy od rodzaju polimeru, gestosci
usieciowania oraz charakteru wigzan sieciowych. W stanie speczniatym zawartosc
wody w hydrozelu moze przewyzsza¢ mase suchego polimeru wielokrotnie.

Hydrozele moga by¢ syntetyzowane réznymi metodami chemicznymi. Najczesciej
stosuje sie reakcje polimeryzacji i jednoczesnego sieciowania monomerow
wielofunkcyjnych lub procesy wieloetapowe, w ktérych najpierw wytwarza sie
polimer z aktywnymi grupami funkcyjnymi, a nastepnie poddaje sie go
usieciowaniu. Dzieki temu mozna kontrolowac takie wiasciwosci, jak gestosc sieci,
biodegradowalnosc¢, elastycznos¢ czy reakcja na bodzce chemiczne i biologiczne
[103].
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poszczegolne preparaty mogg byc¢

przeznaczone do odmiennych zastosowan kosmetycznych. Zestawienie tych
zaleznosci przedstawiono w tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Zastosowanie roznych typow hydrozeli w formulacjach kosmetycznych na podstawie

[104], [105], [106]

Rodzaj hydrozelu

Mechanizm dziatania

Przyktadowe zastosowanie

Hydrozele naturalne

Tworzg elastyczne sieci o duzej
zdolnosci wigzania wody;
poprawiajg nawilzenie

i elastycznos¢ skory

Zele nawilzajace, maski
hydrozelowe, preparaty po
opalaniu, kosmetyki regenerujace

Hydrozele syntetyczne

Stabilne sieci polimerowe
o kontrolowanej lepkosci
i uwalnianiu substancji aktywnych

Zele utrwalajgce wiosy, preparaty
ochronne, dermokosmetyki
z substancjami czynnymi

Synergiczne pofaczenie
wiasciwosci naturalnych

i syntetycznych; poprawa
stabilnosci i komfortu aplikac;ji

Maski biocelulozowe, zele
litingujgce, preparaty
przeciwstarzeniowe

Hydrozele hybrydowe
(kompozytowe)

Rewersyjne oddziatywania
wodorowe i jonowe; reagujg na
zmiany srodowiskowe

»Inteligentne” Zzele w kremach
aktywowanych cieptem skory,
systemy chtodzgce

Hydrozele fizycznie
usieciowane

Trwata, stabilna sie¢ o wysokiej

Hydrozele chemicznie L
odpornosci na temperature

Plastry kosmetyczne, opatrunki

usieciowane ) . hydrozelowe, maski regenerujace
i starzenie
N . Kosmetyki ochronne,
. Zawieraja nanoczgstki aktywne . ;
Hydrozele . ; . . przeciwtrgdzikowe,
o dziataniu przeciwbakteryjnym )
nanokompozytowe fotoprotekcyjne

| fotoprotekcyjnym i przeciwstarzeniowe

Zele pielegnacyjne aktywujace
sie w kontakcie z ciatem,
preparaty do skory wrazliwej

Odwracalna zmiana stanu (zol-
zel) pod wptywem temperatury
lub pH skory

Hydrozele termoczute i pH-
czute

44.2. Oleozele

Oleozele to potstate lipidy otrzymywane w wyniku przeksztatcenia ciektych olejow
w struktury zelowe, bez koniecznosci ich chemicznej modyfikacji czy uwodornienia.
Proces ten polega na rozproszeniu niewielkiej ilosci substanciji strukturotworczych
(oleozelatoréw) w ciektym oleju, co prowadzi do powstania fazy o konsystencji zelu
[107]. Technologia ta umozliwia szerokie wykorzystanie olejow roslinnych bogatych
w nienasycone kwasy ttuszczowe przy jednoczesnym zachowaniu fizycznych
i funkcjonalnych wiasciwosci ttuszczow statych. Co wiecej, oleozele wykazujg
doskonatg zdolnos¢ do przenoszenia i stabilizowania substancji bioaktywnych,
ktére mogg by¢ w nich zamkniete w uporzadkowanej matrycy lipidowej. Dzieki
temu chronig one delikatne zwigzki przed degradacjg w trakcie produkcji,
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przechowywania, a takze w procesie uwalniania [108]. Oleozele mozna podzieli¢
wedtug kilku kryteridw jak przedstawiono w ponizszej tabeli 4.7.

Tabela 4.7. Klasyfikacja oleozeli wedtug uzytego oleozelatora, mechanizmu tworzenia zelu

i sposobu otrzymywania na podstawie [109], [110], [111]

Kryterium podziatu

Rodzaje

Opis

Rodzaj oleozelatora

Woski naturalne

Tworzg sztywne sieci, wysoka zdolnos¢
wigzania oleju, stabilne w szerokim zakresie T

Monoglicerydy i
diglicerydy

Dobra stabilnos¢ termiczna i reologiczna,
tatwe przetwarzanie

Etyloceluloza

Termoodwracalne zele, duza elastycznosc,
wysoka odpornos¢ mechaniczna

Sterole i fitosterole

Biokompatybilne, bioaktywne, ograniczona
twardos¢

Krzemionka
koloidalna

Nieorganiczny zelator fizyczny, wysoka
stabilnos¢ termiczna i reologiczna, dobra
przezroczystos¢ uktadow

Biatka i polipeptydy

Dobra biokompatybilnos¢, staba odpornosé
cieplna

Mechanizm
tworzenia zelu

Krystalizacja lipidow

Sieci stabilne, ale zalezne od tempa
chfodzenia

Samoporzadkowanie
supramolekularne

Elastyczne, odwracalne struktury, wrazliwe na
temperature

Usieciowanie
polimerowe

Wysoka wytrzymatosc i stabilnosc
dtugoterminowa

Sieciowanie czastek
nieorganicznych

Powstaje tréjwymiarowy szkielet fizyczny;
brak krystalizacji, wysoka stabilnos¢
termiczna i przezroczystosé

Sposoéb
otrzymywania

Metoda
bezposrednia

Ogrzewanie oleju z zelatorem i kontrolowane
chtodzenie

Metoda posrednia

Tworzenie zelu z emulsji lub hydrozelu
i usuniecie fazy wodnej

Zastosowanie oleozeli wzbogaconych w bioaktywne skfadniki umozliwia
opracowanie zdrowszych produktow spozywczych, ktére wspierajg 0golng
kondycje organizmu i moga przyczyniac¢ sie do profilaktyki chorob cywilizacyjnych.

Dzieki swojej specyficznej budowie oraz wtasciwosciom lipofilowym oleozele moga
znaczgco zwieksza¢ wchtanianie substancji czynnych przez skére i poprawiac ich
biodostepnos¢. W porownaniu z tradycyjnymi zawiesinami lub zelami, formulacje
oleozelowe potrafig zwiekszy¢ przyswajalnosc lekéw hydrofobowych nawet ponad
czterokrotnie. Przyktadowo, w badaniu nad olmesartanem medoksomilu (OLM), po
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24 godzinach uwolnienie substancji z zawiesiny i zelu wynosito odpowiednio
23,75% i 20,11%, podczas gdy z formulacji oleozelowej — az 100%. Tak wysoka
efektywnos¢ wynikata z dziatania sktadnikdw zelu, m.in. surfaktantow i olejku
lawendowego, ktore zwiekszaty rozpuszczalnosc substancji czynnej [112].

W zaleznosci od rodzaju oleozelu, poszczegolne preparaty moga byc¢
przeznaczone do odmiennych zastosowan kosmetycznych i farmaceutycznych.

Zestawienie tych zaleznosci przedstawiono w tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Zastosowanie typow oleozeli w formulacjach kosmetycznych na podstawie [113]

Rodzaj oleozelu

Mechanizm dziatania

Przyktadowe zastosowanie

Oleozele woskowe

Struktura tworzona przez
krystalizacje naturalnych woskow
(np. pszczelego, kandelilowego,
karnauba). Zwiekszajg lepkos¢
fazy olejowej i nadajg stabilnos¢
mechaniczng

Pomadki ochronne, balsamy do
ust, masci, kremy barierowe,
preparaty ochronne dla skéry
suchej i popekanej

Oleozele na bazie kwasow
ttuszczowych i alkoholi
ttuszczowych

Samoorganizacja czgsteczek
w struktury wtdkniste lub
krystaliczne; tworzg
termoodwracalne sieci zelowe

Kremy odzywcze, emulsje
bezwodne, podkfady, szminki,
preparaty ochronne UV

Oleozele krzemionkowe

Sieciowanie fizyczne przez
oddziatywania van der Waalsa
miedzy czgstkami SiO, w oleju;
tworzenie przestrzennej struktury
retencyjnej dla lipidow

Zele transdermalne, masci
lecznicze, zele przeciwzapalne,
systemy kontrolowanego
uwalniania lekow lipofilowych

Oleozele polimerowe

Polimery rozpuszczalne w
olejach (np. poliizobutylen,
polietylen, poliakrylany) tworzg
tréjwymiarowg sie¢ usieciowang

Masci dermatologiczne, zele
analgetyczne, systemy
przenoszenia substanciji
czynnych w formulacjach
transdermalnych

Oleozele oparte na
surfaktantach i ko-
surfaktantach

Tworzenie struktury zelowej
w wyniku samoorganizaciji
micelarnej i solubilizacji

w uktadach olejowych

Kremy lekkie bez wody,
preparaty przeciwtrgdzikowe,
kosmetyki z witaminami
lipofilowymi (A, E)

Oleozele z biopolimerami

Tworzenie sieci przez wigzania
wodorowe i oddziatywania
hydrofobowe miedzy fancuchami
biopolimeru a lipidami

Naturalne kosmetyki typu ,,clean
beauty”, maski lipidowe, emulsje
z olejami roslinnymi, masci
Ziotowe

Oleozele
nanokompozytowe

Struktura wzmacniana przez
nanoczastki (np. Ag, ZnO, TiO,,
liposomy); poprawa stabilnosci,
aktywnosci biologicznej i ochrony
przed UV

Kremy przeciwstoneczne,
preparaty przeciwzapalne,
kosmetyki o dziataniu
przeciwstarzeniowym

i antybakteryjnym

41|Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [CZESC LITERATUROWA]

4.6. Badanie uwalniania substancji aktywnych z emulsji i zeli

Bardzo istotng cechg formulacji kosmetycznej jest mozliwos¢ wykorzystania ich
struktury do zamykania substancji aktywnych (jednej lub kilku réznych, czystych
lub w nanoczgstkach lipidowych), w kazdej z faz formulaciji lub w fazach wybranych,
a nastepnie ich uwalniania w miejscu dziatania. Szybkos¢ i charakter procesu
uwalniania zalezg tez od tego, w ktérej fazie lub fazach znajduje sie substancja
stabilizujgca (lipofilowe surfaktanty uzywane w fazie olejowej, a hydrofilowe w fazie
wodnej) lub mieszanina roznych stabilizatoréow, a takze ich wzajemne
oddziatywania [114].

Skutecznos¢ przenikania substancji przez bariere skoérng zalezy od wielu
zmiennych, zaréwno biologicznych, jak [ chemiczno-fizycznych.
Do najwazniejszych nalezg: stan i kondycja skory, wtasciwosci fizykochemiczne
zwigzku aktywnego, rodzaj uzytego nosnika lub podfoza dermatologicznego,
a takze obecnos¢ substancji wspomagajgcych przenikanie. Proces ten moze by¢
dodatkowo modyfikowany metodami fizykalnymi (opisanymi juz wczesniej), ktore
zwiekszajg przepuszczalnos¢ skory i utatwiajg transport aktywnych sktadnikéw.
W przypadku kosmetykow dazy sie zwykle do ograniczenia wchfaniania sktadnikow
czynnych wytgcznie do powierzchniowych warstw naskorka, gdyz ich zadaniem
jest przede wszystkim pielegnacja i ochrona skory, a nie dziatanie ogélnoustrojowe.
Substancje mogg wowczas adsorbowac sie na powierzchni skory, gtéwnie
w warstwie rogowej. Jesli jednak czgsteczki przenikajg biernie w gtgb naskorka,
mamy do czynienia z procesem absorpcji, natomiast ich dotarcie do skoéry
wiasciwej okresla sie mianem penetracji.

W celu oceny procesu uwalniania substancji aktywnych z emulsji i zeli wykorzystuje
sie zarowno metody in vitro, jak i ex vivo, ktore pozwalajg na ilosciowe okreslenie
dynamiki dyfuzji sktadnikow czynnych z formulacji do srodowiska zewnetrznego.
Najczesciej stosowang technikg jest metoda dyfuzji przez membrane
z wykorzystaniem aparatu tfopatkowego (tzw. metoda dyfuzji pionowej) [115]. Uktad
taki sktada sie z komory donorowej, w ktorej umieszcza sie badang formulacje, oraz
komory akceptorowej wypetnionej medium o wiasciwosciach zblizonych do ptynu
miedzykomorkowego. Pomiedzy nimi znajduje sie membrana potprzepuszczalna
(z celulozy regenerowanej, poli(tetrafluoroetylenu) lub bton biologicznych.
W ustalonych odstepach czasu pobiera sie probki z fazy akceptorowej i analizuje
je metodami spektrofotometrycznymi lub chromatograficznymi, najczesciej przy
uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC, ang. High-Performance
Liquid Chromatography). Umozliwia to okreslenie szybkosci uwalniania, catkowitej
ilosci dyfundujgcej substancji oraz opracowanie profili kinetycznych. W badaniach
pomocniczych stosuje sie rowniez testy membran syntetycznych o réznym stopniu
przepuszczalnosci, ktore pozwalajg symulowac¢ zachowanie substancji w réznych
warunkach srodowiskowych. Dodatkowo, coraz czesciej wykorzystuje sie techniki
zautomatyzowane, umozliwiajgce ciggty pomiar uwalniania w czasie rzeczywistym,
co pozwala na lepszg ocene mechanizmu dyfuzji i wptywu struktury formulacji na
biodostepnos¢ sktadnikdw aktywnych.
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4.7. Antyoksydacyjne wtasciwosci substancji aktywnych

Reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species) i inne wolne rodniki
powstajg nieustannie w skorze pod wptywem metabolizmu mitochondrialnego,
promieniowania UV, zanieczyszczen powietrza i dymu tytoniowego. Nadmiar ROS
inicjuje peroksydacije lipidow btonowych, utlenianie biatek i uszkodzenia DNA, co
skutkuje fotostarzeniem, zaburzeniami bariery naskorkowej, przebarwieniami
i przewlektym stanem zapalnym skéry [116], [117]. W kontekscie
dermokosmetykow oznacza to, ze antyoksydanty sg jedna z nielicznych klas
substancji aktywnych, dla ktérych istnieje dobrze udokumentowany mechanizm
dziatania i korelacja z efektami klinicznymi: zmniejszenie rumienia po UV, spadek
markerow stresu oksydacyjnego, poprawa jednolitosci kolorytu i elastycznosci
skory [118].

Mechanistycznie przeciwutleniacze dziatajg poprzez:

= przechwytywanie rodnikow (donacja atomu wodoru lub elektronu),

= chelatowanie metali przejsciowych katalizujgcych reakcje Fentona,

= wygaszanie tlenu singletowego

* indukcje endogennych szlakow obronnych, gtéwnie Nrf2/Keap1 (HO-1,
NQO1, GSH).

W kosmetykach dobdr antyoksydantu musi uwzglednia¢ hydro- i lipofilowos¢
formulaciji, stabilnos¢ (pod wzgledem swiatta, tlenu i pH), zgodnos¢ z nosnikiem
(emulsje, liposomy, SLN/NLC, nanoemulsje) oraz bezpieczenstwo. Zwykle tgczy sie
mieszanki antyoksydantow, aby wykorzysta¢ synergie dziatania i regeneracje form
zredukowanych [119].

W przemysle kosmetycznym potrzebujemy szybkich metod do:

= screeningu sktadnika kosmetycznego (poziom skfadnika, surowiec roslinny,
ekstrakt),

= poréwnywania form (wolna substancja a w formie enkapsulowanej),

= monitoringu stabilnosci (utlenianie w czasie przechowywania),

= uzasadnienia deklaracji (wspierajgcych badania ex vivo/in vivo).

Poniewaz testy komorkowe i badania kliniczne sg kosztowne, testy chemiczne
in vitro stanowig pierwszy, niezbedny etap oceny potencjatu przeciwutleniajgcego.
Opierajg sie one na dwoch dominujgcych mechanizmach: przeniesienia atomu
wodoru (HAT, ang. Hydrogen Atom Transfer) oraz przeniesienia pojedynczego
elektronu (SET, ang. Single Electron Transfer) [120].

Najczesciej stosowane testy chemiczne (HAT/SET) w kosmetologii:

= Test z rodnikiem DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) nalezy do
najbardziej klasycznych i prostych metod oznaczania wiasciwosci
antyoksydacyjnych. Mechanizm reakcji opiera sie gtdwnie na mechanizmie
SET, a czesciowo takze na HAT. Stabilny rodnik DPPHe o barwie purpurowej
(maksimum  absorpcji 517 nm) ulega redukcji po reakciji
z przeciwutleniaczem, co prowadzi do odbarwienia roztworu i spadku
absorbancji. Stopienn odbarwienia jest wprost proporcjonalny do zdolnosci
badanej substancji do neutralizacji wolnych rodnikéw [121].
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Zaletag tej metody jest prostota, niski koszt i mozliwos¢ analizy szerokiego
zakresu zwigzkdéw, zarowno syntetycznych, jak i pochodzenia naturalnego.
Wadg natomiast jest uzycie organicznych rozpuszczalnikéw (np. metanolu,
etanolu), ktére nie odzwierciedlajg warunkéw fizjologicznych oraz
ograniczona czutos¢ wobec zwigzkéw hydrofilowych [122].

= Test ABTS (2,2-azyno-bis(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonian)) jest jedng
z najbardziej uniwersalnych metod oznaczania aktywnosci
antyoksydacyjnej, dziatajgcg zarowno w srodowisku wodnym, jak
i organicznym. Mechanizm reakcji opiera sie na redukcji kationorodnika
ABTSe+, otrzymanego w wyniku utlenienia ABTS nadsiarczanem potasu.
Zmiana barwy roztworu z zielononiebieskiej na bezbarwng mierzona jest
spektrofotometrycznie przy 734 nm. W przeciwienstwie do testu DPPH,
metoda ABTS moze byC stosowana do zwigzkow zaréwno hydrofilowych,
jak i lipofilowych, co czyni jg szczegdlnie uzyteczng w badaniach
kosmetykow i ekstraktow roslinnych [123], [124].

Zaletg testu jest jego uniwersalnos¢, wysoka powtarzalnos¢ i mozliwos¢
standaryzacji, jednak wadg pozostaje dtugi czas przygotowania roztworu
i jego ograniczona stabilnos¢. W praktyce kosmetologicznej metoda ABTS
jest szeroko stosowana do oceny potencjatu przeciwutleniajgcego
ekstraktow roslinnych isurowcow stosowanych w kremach oraz
preparatach przeciwstarzeniowych.

= Test sity przeciwutleniajgcej redukcji zelaza (FRAP, ang. Ferric Reducing
Antioxidant Power) opiera sie na zdolnosci przeciwutleniaczy do redukgciji
kompleksu jonow zelaza(lll)-TPTZ (2,4,6-tri(2-pirydylo)-s-triazyna) do formy
zelaza(ll)-TPTZ o intensywnie niebieskiej barwie. Mechanizm reakcji jest
typowym przyktadem mechanizmu SET, a pomiar prowadzony jest przy
dtugosci fali 593 nm w kwasnym srodowisku (pH = 3,6). Test pozwala ocenic
zdolnos¢ badanych substancji do oddawania elektrondéw i okreslenia ich
potencjatu redukcyjnego [125].

Metoda charakteryzuje sie wysoka czutoscig i prostotg, dlatego znajduje
zastosowanie zaréwno w analizie ekstraktow roslinnych, jak i w ocenie
aktywnosci antyoksydacyjnej gotowych formulacji kosmetycznych.
W kontekscie preparatéw do pielegnaciji skory, wyniki FRAP czesto koreluja
z zawartoscig zwigzkow fenolowych i polifenolowych o wiasciwosciach
stabilizujgcych emulsje lipidowe [126]

= Metoda Folina—-Ciocalteu (F-C) stuzy do oznaczania catkowitej zawartosci
zwigzkow fenolowych (TPC, ang. Total Phenolic Content), ktore
odpowiadajg za duzg czes¢ aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktow
roslinnych isurowcow kosmetycznych. Zasada metody opiera sie na
redukcji kompleksow molibdenowo-wolframowych w odczynniku F-C przez
fenole w srodowisku zasadowym, co prowadzi do powstania intensywnie
niebieskiego roztworu o maksimum absorpcji przy 765 nm [127], [128].
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Cho¢ metoda F-C nie mierzy bezposrednio aktywnosci antyoksydacyjnej,
pozwala na okreslenie potencjatu przeciwutleniajgcego posrednio poprzez
zawartosc zwigzkdéw fenolowych. W kosmetologii znajduje zastosowanie do
standaryzacji ekstraktow roslinnych i surowcow naturalnych, ktore stanowig
sktadniki preparatow o dziataniu ochronnym i przeciwstarzeniowym.

Wyniki uzyskane metodami DPPH, ABTS i FRAP wyraza sie zazwyczaj
w ekwiwalentach troloksu (TEAC, ang. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
natomiast w tescie Folina—Ciocalteu — w ekwiwalentach kwasu galusowego (GAE,
ang. Gallic Acid Equivalent). Wysoka wartos¢ TEAC oznacza wiekszg zdolnos¢
neutralizacji wolnych rodnikéw i wiekszy potencjat aplikacyjny substanciji
w kosmetykach przeciwstarzeniowych i ochronnych [118].

W badaniach klinicznych i ex vivo wykazano, ze miejscowe antyoksydanty:

= zmniejszajg rumien postoneczny i markery uszkodzen oksydacyjnych,

= wspierajg bariere naskorkowg (ochrona lipidow SC przed peroksydacja),

= poprawiajg jednorodnosc¢ kolorytu (mniejsza oksydacja melaniny i stan
zapalny),

» dziatajg synergistycznie z filtrami UV, przechwytujgc wolne rodniki
generowane przez promieniowanie oraz z retinoidami, tagodzac
oksydacyjny komponent podraznienia [3,5].

W dokumentacji R&D i podparciu twierdzen marketingowych przydatny jest pakiet
dowodowy: testy chemiczne (ABTS/DPPH/FRAP) oraz testy komorkowe (ROS,
Nrf2), a takze badania instrumentalne na skorze.

Podsumowujgc, wszystkie metody pomiaru zdolnosci antyoksydacyjnej, w tym
testy DPPH, ABTS, Folina-Ciocalteu oraz FRAP oceniajg wtasciwosci
neutralizacyjne réznych substancji w potencjalnych surowcach kosmetycznych.
Kazda z tych metod charakteryzuje sie swoimi zaletami i ograniczeniami,
zwigzanymi z pH, temperaturg i specyficznoscia. Nalezy wskaza¢ na znaczenie
kompleksowej oceny aktywnosci antyoksydacyjnej dla lepszego zrozumienia
mechanizmow starzenia skoéry oraz dla rozwoju skutecznych strategii
przeciwdziatajgcych tym procesom [129].
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4.8. Badania biofizycznych parametréw skoéry

W diagnostyce stanu skory cztowieka stale poszukuje sie skutecznych
i powtarzalnych metod umozliwiajgcych ocene jej podstawowych parametrow
fizjologicznych. Stosowane techniki pomiarowe pozwalajg nie tylko okresli¢ typ
skory, ale takze oceni¢ wptyw stosowanych preparatow kosmetycznych. Badania
te sg niezbednym elementem procesu dopuszczania nowych receptur do obrotu —
kazdy produkt kosmetyczny musi zostaC przebadany pod katem skutecznosci
dziatania oraz bezpieczenstwa uzytkowania [130]. Testy prowadzi sie na grupach
ochotnikow, w Scisle okreslonym przedziale czasu oraz na wybranym fragmencie

skory, co umozliwia porownanie wynikéw przed i po aplikacji kosmetyku.

Pomiary parametrow biofizycznych zwigzanych z funkcjg bariery skorne;j
sg prowadzone za pomoca nieinwazyjnych narzedzi [131] wymienione narys. 4.10.

CORNEOMETER® CM 825 —
korneometr

MEXAMETER MX® 18 — meksametr

VISIOLINE® VL 650

Rys. 4.10. Przedstawione metody badania parametréw skory firmy Courage-Khazaka GmbH[131]
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4.8.1. Analiza nawilzenia skory

Stopien nawilzenia skéry stanowi kluczowy czynnik determinujgcy jej wlasciwosci
fizyczne, mechaniczne i estetyczne. Na proces utrzymania odpowiedniej
zawartosci wody w skérze wptywajg przede wszystkim naskorek oraz skoéra
wiasciwa, ktorych struktura i funkcje sg ze sobg Scisle powigzane [132].

Poziom nawilzenia warunkujg takie elementy, jak ptaszcz wodno-lipidowy, naturalny
czynnik nawilzajgcy (NMF, ang. Natural Moisturizing Factor) oraz ogdlny stan
bariery naskérkowej. Cho¢ stosowanie kosmetykow nawilzajgcych wspomaga
utrzymanie odpowiedniej wilgotnosci skory, nie jest to dziatanie wystarczajgce —
réwnie istotne jest odpowiednie nawodnienie organizmu od wewnatrz, przy czym
przecietne zapotrzebowanie dorostego cztowieka wynosi okoto 1,5 litra wody
dziennie. Odpowiednie uwodnienie skory nie tylko zapewnia jej elastycznos¢
i zdrowy wyglad, ale rowniez umozliwia prawidtowy przebieg wielu reakc;ji
biochemicznych zachodzgcych w tkankach, w tym procesow enzymatycznych
wymagajacych srodowiska wodnego [130].

Za utrzymanie wifasciwego poziomu nawilzenia w warstwie rogowej naskorka
odpowiada NMF — kompleks substancji higroskopijnych, ktére wiazg i zatrzymujg
wode. NMF wystepuje wytgcznie w warstwie rogowej i stanowi mieszanine
zwigzkow takich jak: aminokwasy (ok. 40%), kwas piroglutaminowy i jego sole
(ok. 12%), mocznik (ok. 7%), amoniak, kwas moczowy, glukozamina, kreatynina
(ok. 1,5%) oraz sole kwasdw organicznych (mlekowego, cytrynowego,
mrowkowego). Zwigzki te powstajg w wyniku rozpadu biatka filagryny,
syntetyzowanej w warstwie ziarnistej naskorka. Produkcja NMF jest procesem
zaleznym od wilgotnosci wzglednej srodowiska — jego synteza nasila sie
w warunkach wysokiej wilgotnosci, natomiast moze byC ograniczona przez
dziatanie promieniowania UV oraz srodkéw powierzchniowo czynnych, ktore
uszkadzajg bariere lipidowg skory [130].

Drugim kluczowym elementem odpowiadajgcym za utrzymanie nawilzenia skory
jest bariera lipidowa, stanowigca swoiste ,spoiwo miedzykomérkowe” (cement
lipidowy) pomiedzy korneocytami. Jesli zawartos¢ NMF jest obnizona, a cement
lipidowy ulega rozluznieniu, dochodzi do wzrostu TEWL, czyli zwiekszonego
parowania wody z powierzchni skéry. W efekcie dochodzi do odwodnienia
naskorka, co objawia sie jego szorstkoscig, Sciggnieciem i utratg elastycznosci
[133].Dobdr odpowiedniego nosnika kosmetycznego ma znaczenie dla
skutecznosci penetracji: w przypadku skory ttustej lepiej sprawdzajg sie hydrozele
i roztwory wodne, natomiast dla skéry suchej — emulsje i olezele.

Corneometer® CM 825 stuzy do pomiaru poziomu nawilzenia w obrebie warstwy
rogowej naskérka. Zasada dziatania urzgdzenia opiera sie na pomiarze zmian
pojemnosci elektrycznej wynikajacych z zawartosci wody w skorze. Wraz ze
wzrostem uwodnienia maleje opor elektryczny, a rosnie przewodnictwo [134].
Wyniki przedstawiane sg w jednostkach wzglednych — wyzsze wartosci
odpowiadajg lepszemu nawilzeniu skoéry, proponowane interpretacje wynikow
dotyczgce stanu skory przedstawiono w tabeli 4.9. Na poprawnos¢ pomiaru wptywa
wiele czynnikdw, m.in. czystosC i przygotowanie badanego miejsca. Obecnosc¢
makijazu, resztek kremow czy silikonowych filmow ochronnych moze zanizac
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wartosci pomiarowe. Korneometr wykorzystuje sie przede wszystkim do oceny
roznicy stopnia nawilzenia skéry przed i po zastosowaniu preparatu
kosmetycznego. Zaletg urzadzenia jest tatwa obstuga, nieinwazyjnosc¢ oraz niskie
koszty eksploatac;ji [135].

Tabela 4.9. Propozycja producenta interpretacji wynikéw korneometru dla skéry w normalnych
warunkach (20°C i 40-60% wilgotnosci powietrza) [131].

Wewnetrzna strona

przedramienia [j.u] Interpretacja wynikéw

<30 Skoéra bardzo sucha
30-40 Skoéra sucha
>40 Skora wystarczajaco nawilzona

Tewameter® TM 300 umozliwia okreslenie intensywnosci parowania wody
z powierzchni skory, czyli tzw. transepidermalnej utraty wody (TEWL). Parametr ten
odzwierciedla szczelnos¢ bariery naskérkowe;j i stan jej funkcjonalnosci [136].

Urzadzenie sktada sie z cylindrycznej sondy wyposazonej w dwa czujniki —
higrometr i termometr — mierzagce odpowiednio wilgotnosc i temperature powietrza.
Na podstawie roznicy tych wartosci program wylicza poziom TEWL. Wysokie
wartosci swiadczg o ostabionej barierze skornej, czesto towarzyszgcej stanom
zapalnym lub przesuszeniu skory. Pomiary powinny by¢ wykonywane w stabilnych
warunkach laboratoryjnych — zmiany temperatury, wilgotnosci czy wczesniejszy
wysitek fizyczny mogg istotnie wptyng¢ na wynik. U o0sob starszych Ilub
z uszkodzonym naskorkiem obserwuje sie zwykle wyzsze wartosci TEWL, co
wskazuje na obnizong zdolnos¢ skéry do zatrzymywania wody [137]. Proponowane
interpretacje wynikow dotyczace stanu skory przedstawiono w tabeli 4.10.

Zaletami pomiaru w otwartej komorze jest to, ze metoda ta nie wymaga dtugiego
czasu oczekiwania na wyniki, pozwala na ciggtg ocene TEWL bez wptywania na
powierzchnie skory, maty rozmiar gtowicy niweluje wptyw ruchu powietrza
wewnatrz sondy, a takze utatwia uzytkowanie przyrzadu, a kalibracja jest fatwa do
wykonania w kazdym momencie [138].

Tabela 4.10. Propozycja interpretacji wynikow tewametru w jednostkach umownych dla zdrowe;j
skéry w normalnych warunkach (20°C i 40-60% wilgotnosci powietrza) [131]

Wartos¢ TEWL [g/h/m?] Interpretacja wynikow
0-10 gl(;g':; r:/]v stanie bardzo
10-15 Skora w stanie dobrym
15-25 Skora w stanie w normie
25-30 Skora w stanie pogorszonym
Powyzej 30 Skora w stanie krytycznym
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4.8.2. Analiza kolorytu skoéry

Mexameter® MX 18 umozliwia szybki i precyzyjny pomiar dwdéch kluczowych
parametréow wptywajgcych na koloryt skory — poziomu melaniny oraz stopnia
zaczerwienienia. Dziatanie urzgdzenia opiera sie na zasadzie absorpcji Swiatta.
Sonda emituje promieniowanie o trzech okreslonych diugosciach fali, a odbiornik
rejestruje ilos¢ swiatta odbitego od powierzchni skéry. Na podstawie uzyskanych
danych fotodetektor oblicza zawartos¢ pigmentu melaninowego oraz stopien
zaczerwienienia wynikajgcy z obecnosci hemoglobiny [139]. Urzgdzenie jest
szeroko stosowane w badaniach dermatologicznych i kosmetologicznych, m.in. do
oceny reakcji skory na kosmetyki, w testach klinicznych dotyczacych alergii,
w diagnostyce czerniaka, a takze do analizy koloru blizn.

Promieniowanie w zakresie 568 nm odpowiada za ocene stopnia zaczerwienienia
(zwigzanej z obecnoscig oksyhemoglobiny), natomiast dtugosci 660 nm i 880 nm
stuzg do okreslenia poziomu melaniny w naskorku. Wyniki przedstawiane sg
w postaci dwoch niezaleznych wskaznikow — zawartosci melaniny oraz stopnia
zaczerwienienia, ktére pozwalajg na ilosciowe okreslenie intensywnosci jej
pigmentaciji.

Skin-Colorimeter® CL 400 stuzy do pomiaru barwy skéry z wykorzystaniem
technologii odbicia sSwiatta. Wyniki rejestrowane sg w systemie xyz, a nastepnie
przeliczane na standardowe wartosci L* a* b* oraz RGB, co umozliwia obiektywna
ocene zmian kolorytu skory. Sonda urzgdzenia emituje jednolite, biate Swiatto LED,
ktére rozprasza sie rownomiernie na powierzchni skéry. Zebrane odbite Swiatto
analizowane jest przez czujnik RGB, co pozwala okresli¢ stopien jasnosci,
nasycenia i barwy. Najczesciej stosowanym systemem opisu barwy w dermatologii
i kosmetologii jest przestrzen barw CIE L*a*b*, w ktorej:

= L* oznacza jasnosc skory (0$ czarno-biata); wyzsza wartos¢ L* odpowiada
jasniejszej cerze,

= a* odnosi sie do osi zielono-czerwonej i jest wskaznikiem rumienia (im
wyzsza wartosc¢ a*, tym wiekszy stopien przekrwienia skory),

= Db* opisuje 08 niebiesko-zottg i najczesciej wigzana jest z poziomem
pigmentacji skory (melaniny).

Kolorymetr znajduje zastosowanie w ocenie skutecznosci produktow
kosmetycznych - zwtaszcza kremow przeciwstonecznych, samoopalaczy,
preparatow rozjasniajacych i makijazowych. W dermatologii wykorzystywany jest
do monitorowania plam pigmentacyjnych, przebarwien postonecznych oraz zmian
chorobowych skory [140].

4.8.3. Analiza topografii skory

Visioscan® VC 98 to urzadzenie pozwalajgce oceni¢ mikrostrukture powierzchni
naskorka, w tym gtadkosc, suchosc i gtebokos¢ zmarszczek. Pomiar odbywa sie
przy uzyciu miniaturowej wysokorozdzielczej kamery wideo przeznaczonej do
bezposredniego obrazowania powierzchni skory. Uzyskany obraz przenoszony jest
na monitor komputera, gdzie analizuje sie morfologie powierzchni skéry w wysokiej
rozdzielczosci. Visioscan® VC 98 to urzadzenie stosowane, w szczegdlnosci do
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oznaczania poziomu suchosci i gtadkosci skéry. Urzadzenie rejestruje czarno-biate
obrazy o duzej precyzji, a rownomierne oswietlenie badanego obszaru zapewnia
pierscieniowa swietlowka UVA umieszczona wokot obiektywu [141].

Linie skdérne pojawiajgce sie na powierzchni skory mozna sklasyfikowac jako
pierwotne lub drugorzedne. Tworzg one na powierzchni skéry strukture podobng
do sieci — linie moga tgczyC sie w trojkaty, kwadraty lub inne wielokaty. Mozna
zaobserwowac na rys. 4.11, ze linie pierwotne i drugorzedne sg bardziej geste
w mtodszym wieku, co skutkuje wiekszg liczbg zamknietych wielokatow, zas
wiekiem liczba powstatych wielokgtéw zmniejsza sie [142].

20-30 lat: 35-50 lat: 50+ lat:

Rys. 4.11. Obrazy skory ochotnikdw nalezacych do réznych grup wiekowych

Podczas badania topografii skory analizowana jest tzw. powierzchnia zywej skory
(SELS, ang. Surface Evaluation of Living Skin), w ktorej sktad wchodzg takie
parametry jak: zmarszczki (SEw), szorstkos¢ (SEr), gladkos¢ (SEsm) i ztuszczanie
(SEsc) [143], [144] opisane ponizej:

= SEr nazywany szorstkoscig to parametr opisujacy stosunek ilosci ciemnych
pikseli bedacych poza progiem w stosunku do catego obrazu. Im wiecej
ciemnych punktow wzgledem ogodlnej szorstkosci tym SEr wyzsze. Nizsza
wartos¢ SEr swiadczy o tym, ze skora jest zdrowsza, poniewaz jak juz wyzej
wspomniano skdéra mtoda charakteryzuje sie bardzo mocno rozwinietg
siatkg linii na swojej powierzchni, wiec ciemniejszych obszaréw bedzie
wiecej niz w przypadku skory dojrzatej.

= SEsm nazywany gtadkoscia to Srednia szerokos¢ otrzymanego na
podstawie analizy zdjecia histogramu. Zdrowa, gtadka skora pozbawiona
jest gtebokich bruzd oraz martwego, tuszczacego sie naskorka, ktore na
uzyskanym zdjeciu odpowiadajg za dwie skrajne barwy: czern i biel.
W przypadku tego parametru, pozadane sg wiec wyniki o jak najmniejszych
rozbieznosciach prowadzace do zawezenia skali. Im gtadsza skéra tym
wezszy histogram, za czym idzie nizsza wartos¢ parametru SEsm.

=  SEw méwi o sredniej ilosci zmarszczek pionowych oraz poziomych oraz ich
Sredniej szerokosci. Wartos¢ parametru wzrasta wraz z iloscig i szerokoscig
zarejestrowanych przez aparature zmarszczek.

= SEsc jest parametrem ztuszczania, mowigcym o procentowe;j ilosci jasnych
pikseli w stosunku do catego obrazu. Suchy naskorek odpowiada za jasne
odcienie na otrzymanym na drodze badania obrazie.
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Im wiecej suchego naskorka tym wiecej jasnego koloru — tym wyzsza
wartos¢ parametru, tym nawilzenie skory nizsze.

4.8.4. Analiza makrorzezby skory

Urzadzenie Visioline® VL 650 stuzy do pomiaru makrorzezby skory, czyli trwatych
bruzd i zmarszczek mimicznych, np. tzw. ,kurzych fapek”. Pomiar polega na
wykonaniu silikonowej repliki powierzchni skory widocznej. Po zmieszaniu
sktadnikow silikonowych z katalizatorem i stwardnieniu odlewu, prébka trafia do
komory pomiarowej aparatu [145].

Zrodto $wiatta o kacie padania 35° o$wietla probke, a kamera rejestruje obraz cieni
i wypuktosci. Analiza poziomu szarosci i rozktadu cieni pozwala na okreslenie
gtebokosci oraz liczby zmarszczek. Metoda ta jest szczegdlnie przydatna
w badaniach skutecznosci kosmetykow przeciwzmarszczkowych [146].

Szczegotowa analiza zacienionych obszaréw polega na ocenie ich ilosci, rozmiaru
i powierzchni, a takze roznic w odcieniu szarosci [147]. Im ciemniejsza, bardziej
rozlegta ciemna plama tym zmarszczka w danym miejscu jest gtebsza i wieksza.
Urzadzenie pozwala wyznaczy¢ dla badanego obszaru skory takie parametry jak:

= liczba i ksztalt zmarszczek,
= dlugosc i gtebokos¢ zmarszczek,
= catkowita powierzchnia zmarszczek.

Wartosci te mogg odnosic¢ sie dla ogotu zarejestrowanych zmarszczek obliczajgc
ich ogolny lub sredni udziat na badanym obszarze lub mogg postuzy¢ do analizy
pojedynczej bruzdy. Tym sposobem oprogramowanie na podstawie obliczen
umozliwia wierne odwzorowanie tréjwymiarowego obrazu uchwyconej zmarszczki
[148].

Urzadzenie zapewnia wysokg powtarzalnos¢ i precyzje pomiardw, dzieki
czemu stanowi cenne narzedzie w badaniach nad efektywnoscig preparatow
przeciwstarzeniowych i regeneracyjnych.
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5.Cel pracy

Przedmiotem przeprowadzonych badan byty wybrane laktony seskwiterpenowe —
kostunolid oraz lakton dehydrokostusowy - ze wzgledu na ich réznorodne
wiasciwosci biologiczne (szczegdétowo omowione w dalszej czesci rozprawy).
Uwzgledniajgc zaleznos¢ dziatania substancji aktywnych od drogi ich podania,
skoncentrowano sie na analizie transportu przezskornego, ktory dzieki licznym
zaletom stanowi istotng alternatywe dla innych drog aplikacji, a jednoczesnie
determinuje potencjalne zastosowania w przemysle farmaceutycznym
i kosmetycznym.

Z uwagi na ograniczong efektywnos¢ przenikania wielu substancji przez bariere
warstwy rogowej skory, opracowano nosniki w postaci nanoczastek lipidowych, do
ktérych zainkorporowano wybrane substancje aktywne.

Gtéwnym celem badan byto otrzymanie, zbadanie oraz optymalizacja wtasciwosci
fizykochemicznych formulacji zawierajgcych wybrane laktony seskwiterpenowe,
wykazujgce potencjalnie interesujgce wiasciwosci rozjasniajgce przebarwienia,
wybielajgce oraz przeciwzapalne, istotne z punktu widzenia zastosowan
farmaceutycznych i kosmetycznych. Wptyw substancji aktywnych okreslono
poprzez ocene dziatania preparatow w postaci emulsji i uktadéw zelowych,
zawierajgcych badane zwigzki zarowno w formie inkorporowanej do nanoczgstek
lipidowych, jak i w formie niezawierajgcej nosnika.
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6. Metodyka pracy

6.1. Preparatyka nanoczastek lipidowych

Przed przystgpieniem do syntezy nanoczastek lipidowych (SLN) wybrano staty
lipid, ktéry bytby kompatybilny ze sktadnikami aktywnymi, poniewaz to wtasnie
matryca lipidowa nosnikow ma kluczowe znaczenie dla stabilnosci SLN.
Do eksperymentu wybrano nastepujace lipidy state:

»  Compritol® 888 ATO (dibehenian glicerolu), Gattefossé (Lyon, Francja),

» Precirol® ATO 5 (distearynian glicerolu), Gattefossé (Lyon, Francja),

» Softisan® 601 (mono- i distearynian glicerolu) 10l Oleo GmbH (Hamburg,
Niemcy),

» |mwitor® 900 K (monostearynian glicerolu), 10l Oleo GmbH (Hamburg,
Niemcy).

W celu sprawdzenia kompatybilnosci rozpuszczono 10 mg substancji aktywnej
w 1 g badanego lipidu i podgrzano powyzej temperatury topnienia odpowiedniego
lipidu. Po schtodzeniu obserwowano homogenicznos¢ mieszaniny po 72
godzinach.

Po wyborze najbardziej odpowiedniego lipidu przystgpiono do syntezy nanoczastek
lipidowych za pomocg dwéch metod:

* homogenizacji wysokocisnieniowej na gorgco (HPH),
* emulgowania bazujgcg na emulsji wielokrotne;.

Preparatyka nanoczastek lipidowych, poddawanych badaniom w ramach niniejsze;j
pracy doktorskiej obejmowata przygotowanie trzech rodzajow dyspersji opisanych
w tabeli 6.1:

= dyspersja nanoczastek lipidowych niezainkorporowanych substancjg
aktywng (dyspersja 1, dyspersja 4),

= dyspersja nanoczastek lipidowych inkorporowanych kostunolidem
(dyspersja 2, dyspersja 5),

= dyspersja  nanoczastek lipidowych  inkorporowanych  laktonem
dehydrokostusowym (dyspersja 3, dyspersja 6).
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Tabela 6.1. Skfad chemiczny dyspersji nanoczgstek lipidowych przygotowanych w ramach

realizowanych badan

Dyspersja Nazwa handlowa Producent llos¢
skfadnika sktadnika [% wag., £
0,01]
Dyspersia 1 (HPH) Softisanz 60:* . Sasol | 5
SLN Twe(—j\n. 80 Sigma-Aldrich 1
Woda Milli-Q® Plus - 94
Softisan® 601* Sasol 5
Tween® 80* Sigma-Aldrich 1
Dyspersja 2 (HPH) Woda Milli-Q® Plus - 93,9
N-K Kostunolid Biopurify 0,1
Phytochemicals
Ltd.
Softisan® 601* Sasol 5
Dyspersja 3 (HPH) Tween® 80* Sigma-Aldrich 1
N-L Woda Milli-Q® Plus - 93,9
Lakton Biopurify 0,1
dehydrokostusowy Phytochemicals
Softisan® 601* Sasol 5
Dyspersja 4 (W/O/W) Tween® 80* Sigma-Aldrich 1
M-SLN Woda Milli-Q® Plus - 93
Izopropanol Sigma-Aldrich 1
Softisan® 601* Sasol 5
Tween® 80* Sigma-Aldrich 1
Dyspersja 5 (W/O/W) Woda Milli-Q® Plus - 92,9
M-NK Izopropanol Sigma-Aldrich 1
Kostunolid Biopurify 0,1
Phytochemicals
Softisan® 601* Sasol 5
Tween® 80* Sigma-Aldrich 1
Dyspersja 6 (W/O/W) Woda Milli-Q® Plus - 92,9
M-NL Izopropanol Sigma-Aldrich 1
Kostunolid Biopurify 0,1
Phytochemicals

*Handlowo dostepne produkty zawieraja:

Softisan® 601- tristearynian glicerolu, dipalmitynian glicerolu, monostearynian glicerolu, mieszanina
nasyconych mono-, di- i triglicerydow kwasow tluszczowych (C12-C18), w tym gtéwnie kwasu
laurynowego, mirystynowego, palmitynowego i stearynowego

Tween® 80 — Monooleinian polioksyetylenosorbitolu
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Preparatyka nanoczastek lipidowych metodg homogenizacji wysokocisnieniowe;j
na gorgco (HPH)

Sporzgdzono faze lipidowa przez dyspersje odpowiedniej ilosci substancji aktywnej
w stalym lipidzie Softisan® 601 (lub sam lipid w przypadku dyspersji 1 i 4).
W osobnym naczyniu przygotowano faze wodng, odwazajgc i fgczac niejonowy
emulgator Tween® 80 z woda Milli-Q® Plus. Obie fazy utrzymywano w temperaturze
50°C (powyzej punktu topnienia Softisan® 601, wynoszgcego 40-45°C), po czym je
potgczono i poddano wstepnemu homogenizowaniu przy 10 000 obr./min przez 90
s za pomoca urzgdzenia Ultra-Turrax® T25 (Ystral GmbH D-7801). Uzyskanag
kremowg makroemulsje nastepnie homogenizowano w homogenizatorze
wysokocisnieniowym Panda Plus 2000 (GEA) pod cisnieniem 300 bar przez minute
6.1).

regulator cidnienia

elektroniczny panel sterowania

pd

wiloti wylotemulsji <€

wysokacisnieniowa pompa
Hokowa

zawor homogenizujgcy

Rys. 6.1. Homogenizator Panda Plus 2000 (firmy GEA)

Preparatyka nanoczgstek lipidowych metodg emulgowania bazujgcg na emulsji
wielokrotnej (W/O/W).

W szklanej zlewce umieszczono odwazony Sofitisan® 601 i substancje aktywng (lub
sam lipid w przypadku dyspersji 1 i 4), ktére ogrzano do temperatury 50°C.
Jednoczesnie, w kolejnej zlewce umieszczono niewielkg ilos¢ wody Milli-Q® Plus
wraz z Tween® 80 i izopropanolem, ktére rowniez ogrzano do temperatury 50°C.
Nastepnie, przygotowang faze wodng dodano do fazy ttuszczowej, caty czas
intensywnie mieszajac powstajgcg emulsje z wykorzystaniem homogenizatora
wysokotngtowego Ultra-Turrax® T25 Digital Homogenizer (Ystral GmbH D-7801)
przy predkosci 24 000 rpm przez okoto minute. Kolejno, otrzymang emulsje W/O
dodano do 500 ml wody o temperaturze 4°C intensywnie mieszajac za pomoca
mieszadta magnetycznego IKA® C-MAG MS przy predkosci 300-350 rpm, az do
catkowitego ochtodzenia uktadu (okoto 30 minut).

Do dalszych badan uzywano zaréwno wodnych dyspersji otrzymanych
nanoczgstek oraz poddanych liofilizacji w liofilizatorze Lyovac GT2e (Steris),
zgodnie z przyjetg procedurg laboratoryjna.
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6.2. Charakterystyka fizykochemiczna uzyskanych dyspersji nanoczastek
lipidowych

W celu kompleksowej oceny witasciwosci otrzymanych nanoczgstek lipidowych
przeprowadzono szereg badan fizykochemicznych oraz analitycznych,
obejmujgcych zarowno ocene efektywnosci enkapsulacji substancji aktywnych, jak
i charakterystyke strukturalng oraz stabilnosci uzyskanych uktadéw. Opracowane
formulacje lipidowe poddano analizie z wykorzystaniem technik wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC), dynamicznego i elektroforetycznego
rozpraszania swiatta (DLS, ELS), transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM),
skaningowej kalorymetrii réznicowej (DSC) oraz dyfrakcji promieni rentgenowskich
(XRD). Zastosowane metody umozliwity okreslenie stopnia inkorporacji laktonow
seskwiterpenowych w strukturze nanoczgstek lipidowych, ich wielkosci,
polidyspersyjnosci, potencjatu elektrokinetycznego, a takze ocene morfologii
i wiasciwosci polimorficznych matrycy lipidowej. Uzyskane wyniki stanowig
podstawe do oceny przydatnosci otrzymanych nanonosnikow jako potencjalnych
systemow dostarczania substanciji biologicznie czynnych.

Badanie stabilnosci otrzymanych nanoczastek lipidowych (metoda dynamicznego
i elektroforetycznego rozpraszania sSwiatta)

Stabilnos¢ dyspersji nanoczagstek lipidowych oceniano przy uzyciu aparatu
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) (rys 6.2). Pomiar wykonywano po
odpowiednim przygotowaniu probek (100 pl dyspersji rozcienczano w 25 ml wody
destylowanej), ustalajgc wspotczynnik zatamania Swiatta dla kazdej badanej
matrycy lipidowej za pomocg refraktometru Refracto 30 PX/GS (Mettler Toledo).
Badania obejmowaty pomiary podstawowych parametrow fizykochemicznych,
w tym sredniej wielkosci czastek (Z-Ave), wskaznika polidyspersyjnosci (Pdl) oraz
potencjatu elektrokinetycznego (ZP).

Rys. 6.2. Aparat Zetasizer Nano ZS (firmy Malvern Instruments) i refraktometr Refracto 30 PX/GS
(firmy Mettler Toledo)
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Analize przeprowadzano w temperaturze pokojowej po 24 godzinach od
otrzymania dyspersji nanoczastek lipidowych (dzien 1), po 7 dniach (dzien 7) oraz
po 30 dniach przechowywania (dzien 30). Dla kazdej probki wykonano trzy
pomiary, a uzyskane wyniki przedstawiono jako srednie arytmetyczne wraz
z odchyleniami standardowymi.

Charakterystyka matrycy lipidowej otrzymanych nanoczgstek lipidowych
(transmisyjna mikroskopia elektronowa)

Morfologie oraz ksztatt nanoczgstek lipidowych analizowano pomocg
transmisyjnego mikroskopu elektronowego Hitachi HT7700 pracujgcego przy
napieciu przyspieszajagcym 40 lub 120 kV. Probki do analizy przygotowywano
poprzez naniesienie dyspersji nanoczgstek lipidowych na siatki miedziane,
a nastepnie kontrastowano je 2% roztworem kwasu szczawiowego. Obserwacji
dokonano w temperaturze pokojowej. Pomiar wykonywano w Centrum Badan
Organizmow Kwarantannowych i Inwazyjnych w Instytucie Ochrony Roslin
w Poznaniu.

Charakterystyka matrycy lipidowej otrzymanych nanoczgstek lipidowych
(skaningowa kalorymetria roznicowa)

Wiasciwosci  polimorficzne matrycy lipidowej badano z wykorzystaniem
skaningowej kalorymetrii réznicowej DSC 8500 (PerkinElmer). Pomiar
wykonywano w Pracowni Analizy Termicznej Centrum Zaawansowanych
Technologii UAM (CZT UAM) w Poznaniu. Probki umieszczano w aluminiowych
naczynkach o pojemnosci 40 pl i analizowano po wczesniejszej kalibraciji
urzgdzenia zgodnie z procedurg producenta.

Pomiar DSC prowadzono w sposob stopniowy, podgrzewajac probki od 20 °C do
130 °C w przeptywie azotu (20 ml/min) z szybkoscig skanowania 5 °C/min.
Nastepnie probki utrzymywano w temperaturze 130 °C przez 1 minute, po czym
schtadzano je do 20 °C w identycznych warunkach. Dla kazdej probki procedure
przeprowadzano w trzech powtorzeniach, a uzyskane dane przedstawiano
w formie krzywych DSC. Na ich podstawie wyznaczano temperatury
charakterystyczne oraz entalpie reakcji przemian polimorficznych.

Charakterystyka matrycy lipidowej otrzymanych nanoczastek lipidowych (dyfrakcja
promieni rentgenowskich)

Analize stopnia krystalicznosci i identyfikacje odmian polimorficznych matrycy
lipidowej w nanoczagstkach lipidowych przeprowadzono metodg dyfrakcji
rentgenowskiej proszkowej, wykorzystujgc dyfraktometr D8  Advance
z monochromatorem Johanssona (Bruker). Pomiary wykonano w Srodowiskowym
Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej (SLUACH) na Wydziale Chemii
UAM. Probki przygotowano poprzez natozenie dyspersji nanoczgstek na szkietka
pomiarowe i wysuszenie w temperaturze pokojowej. Nastepnie prowadzono analize
w zakresie kagtow 20 = 10-60° za pomocag skanera z szybkoscig 5°/minute.
uzyskujgc dyfraktogramy pozwalajgce na ocene struktury krystalicznej lipidowej
matrycy nosnika.

59| Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [METODYKA]

Badanie efektywnosci enkapsulacji laktonow seskwiterpenowych w otrzymanych
nanoczastkach lipidowych

Efektywnos¢ enkapsulacji  kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego
w uzyskanych nanoczastkach lipidowych oceniano metodg wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z detekcjg UV-Vis, wykorzystujgc system Varian 920-LC
(Agilent Technologies), wyposazonego w automatyczny podajnik probek oraz
dozownik (rys. 6.3).

Rys. 6.3. Wysokosprawny chromatograf cieczowy Varian 920-LC (firmy Agilent Technologies)

Oznaczenia chromatograficzne polegaty na ilosciowym okresleniu stezenia
nieenkapsulowanych laktonéw seskwiterpenowych obecnych w zewnetrznej fazie
wodnej formulacji, niezwigzanych z matryca lipidowa. Procedura obejmowata
nastepujgce etapy:

|.  Sporzadzanie krzywych kalibracyjnych laktonéw seskwiterpenowych

W pierwszej kolejnosci ustalono czasy retencji oznaczanych zwigzkéw czynnych,
po czym odczytano pola powierzchni pikéw (A) odpowiadajgcych kolejnym
stezeniom wzorcow kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego. Powierzchnia piku
jest proporcjonalna do ilosci substancji obecnej w prébce. Na tej podstawie
sporzadzono wykresy kalibracyjne, przedstawiajgce zaleznos¢ pomiedzy polem
powierzchni piku a stezeniem badanych laktonéw seskwiterpenowych
rozpuszczonych w etanolu.

ll.  Przygotowanie prébek dyspersji nanoczagstek lipidowych do analizy
chromatograficznej
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Do analizy pobierano 1 ml badanej dyspersji nanoczgstek lipidowych, ktorg
umieszczano w probéwkach Eppendorf Tubes® (rys. 6.4) i wirowano przez 30
minut w wirbwce MPW-350R z czestotliwoscig obrotéw 3000 rpm (rys 6.4).
Nastepnie usuwano faze wodng znad osadu, dodawano 9 ml etanolu i ponownie
wytrzgsano probki przez okoto 5 minut. Uzyskane roztwory przesgczano przez filtry
strzykawkowe o srednicy poréw 0,45 pm, a nastepnie w ilosci 1,5 ml przenoszono
do fiolek szklanych przeznaczonych do analizy HPLC (rys 6.4).

Rys. 6.4. Probowka Eppendorf Tubes® z uzyskang dyspersja, wirdwka laboratoryjna MPW-350R
(firmy MPW Med. Instruments) oraz roztwor poddawany analizie HPLC po przesaczeniu przez filtr
strzykawkowy o srednicy porow 0,45 um.

lll.  Przeprowadzenie analizy chromatograficznej

Fiolki zawierajgce probki z fazy wodnej poddawano analizie chromatograficzne;j
w automatycznym podajniku prébek. Pomiar prowadzono zgodnie z warunkami
opisanymi w tabeli 6.2. Kazdg probke analizowano trzykrotnie, a wyniki
przedstawiano jako wartosci $rednie wraz z odchyleniami standardowymi.
Dodatkowo, w ramach walidacji metody, okreslono parametry granice
wykrywalnosci LOD (ang. limit of detection) oraz granice oznaczalnosci LOQ (ang.
limit of quantification).

Tabela 6.2. Warunki analizy chromatograficznej w uktadzie faz odwroconych (RP-HPLC)

Kolumna TSKgel ODS-100Z, 5 ym, 100 A, 250 mm x 4,6
mm
Faza ruchoma Wodny roztwor kwasu trifluorooctowego TFA

(0,1%): acetonitryl (30:70)

Natezenie przeptywu fazy ruchomej [cm®/min] 1

Objetos¢ dozowanych préobek [uL] 5
Detektor uv
Analityczna dtugosc fali [nm] 220
Catkowity czas analizy [min.] 11
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IV.  Oznaczanie ilosciowe nieenkapsulowanych laktonow seskwiterpenowych
w zewnetrznej fazie wodnej

Stezenia kostunolidu oraz laktonu dehydrokostusowego oznaczano na podstawie
krzywych kalibracyjnych uzyskanych w ramach uprzednio zwalidowanej metody
HPLC. Wyniki wyrazano jako procentowg wartos¢ nieenkapsulowanych substancji
aktywnych w stosunku do catkowitej ilosci laktonow seskwiterpenowych, zgodnie
ze wzorem:

catkowita ilo§¢ substancji aktywnej — ilo§¢ niezakapsutkowanej substancji aktywnej o

%) =
EE(%) catkowita ilo§¢ substancji aktywnej

100

6.3. Preparatyka formulacji kosmetycznych

Preparatyka formulacji kosmetycznych, poddawanych badaniom w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej obejmowata przygotowanie czterech rodzajow
podtozy kosmetycznych:

= emulsja O/W otrzymywana metodg ,,na zimno,

= emulsja O/W otrzymywana metodg ,,na goragco”,
= oleozel,

= hydrozel.

Wymienione formulacje kosmetyczne przygotowano zgodnie z opisanymi ponizej
procedurami. Proces przebiegat w analogiczny sposdéb dla podtozy
niezawierajgcych oraz zawierajgcych substancje aktywne w postaci laktonow
seskwiterpenowych (kostunolidu ilaktonu dehydrokostusowego). W tabeli 6.3
przedstawiono szczegétowy sktad podtozy kosmetycznych, w ktérej przedstawiono
sktad chemiczny wszystkich przygotowanych formulacji kosmetycznych.

Formulacje kosmetyczne bazowe:
Preparatyka formulacji 1 (emulsji O/W otrzymywana metodg ,,na zimno”)

Do zlewki odwazono sktadniki fazy ttuszczowej — Creagel® oraz Alphaflow®, ktére
wymieszano za pomocag szklanej bagietki. Nastepnie, dodawano wode
demineralizowang przy intensywnym mieszaniu az do uzyskania odpowiedniej
konsystencji. Dodano konserwant Microcare DB® i otrzymang formulacje
zhomogenizowano za pomocg homogenizatora YellowLine DI 25 (IKA).
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Tabela 6.3. Sktad chemicznych otrzymanych formulacji kosmetycznych

Formulacja kosmetyczna

Nazwa handlowa
sktadnika

Emulsja O/W otrzymywana
metoda ,,na zimno”

(E1)

Creagel® EZ 7*

Alphaflow® 20*

Woda demineralizowana

Microcare® DB*

Emulsja O/W otrzymywana
metodg ,,na goraco”

(E2)

Olej z pestek brzoskwini
Masto Shea
Alkohol cetylowy
Poliakrylan sodu
Woda dejonizowana

Microcare® DB*

Producent sktadnika llos¢
[% wag., +
0,01]
Creations
7,5
Couleur
"
Creations 12.75
Couleur
- 79,25
Thor GmbH 0,5
Zrob Sobie Krem 75
Zrob Sobie Krem 5
Sigma-Aldrich 2
Sigma-Aldrich 2
- 83
Thor GmbH 0,5

Zrob Sobie Krem

lej tek b kwini 95,2
Olej  pestek brzoskwini Kosmetyki Naturalne
Aerosil®200* Evonik Industries 5,7
Tween® 80* Sigma-Aldrich 1
Microcare® DB* Thor GmbH 0,5
(0)
' Guma ksantanowa Biomus 3
Gliceryna Sigma-Aldrich 4
Woda dejonizowana - 92,5
Hydrozel Microcare® DB* Thor GmbH 0,5
(H)

*Handlowo dostepne produkty zawieraja:

Creagel® EZ 7 - poliakrylamid, uwodorniony polidecen, eter laurylowy polioksyetylenu
Alphaflow® 20 — uwodorniony polidecen

Microcare® DB - alkohol benzylowy, kwas dehydrooctowy

Aerosil® 200 - krzemionka koloidalna
Tween® 80 — Monooleinian polioksyetylenosorbitolu
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Preparatyka formulacji 2 (emulsji O/W otrzymywana metodg ,,na ciepto”)

Do zlewki odwazono sktadniki fazy ttuszczowej — olej z pestek brzoskwini, masto
shea i alkohol cetylowy, ktére podgrzewano do 50°C (w celu stopienia statych
sktadnikow stopienia) i wymieszano za pomocg szklanej bagietki. Nastepnie,
dodawano podgrzang do tej samej temperatury wode demineralizowana.
Stopniowo przy intensywnym mieszaniu dodawano poliakrylan sodu az do
uzyskania odpowiedniej konsystencji i na koniec dodano konserwant Microcare
DB®. Otrzymang formulacje zhomogenizowano za pomoca homogenizatora
YellowLine DI 25 (IKA).

Preparatyka formulacji 3 (oleozelu)

Do zlewki odwazono olej z pestek brzoskwini oraz Tween® 80 i wymieszano za
pomoca szklanej bagietki. Nastepnie, stopniowo przy intensywnym mieszaniu
dodawano Aerosil 200® az do uzyskania odpowiedniej konsystencji i na koniec
dodano konserwant Microcare DB®. Otrzymang formulacje zhomogenizowano za
pomocg homogenizatora YellowLine DI 25 (IKA).

Preparatyka formulacji 4 (hydrozelu)

Do zlewki odwazono wode oraz gliceryne, ktére podgrzano do tempratury 35°C
i wymieszano za pomoca szklanej bagietki. Nastepnie, stopniowo przy
intensywnym mieszaniu dodawano gume ksantanowg az do uzyskania
odpowiedniej konsystencji i na koniec dodano konserwant Microcare DB®.
Otrzymang formulacje zhomogenizowano za pomocg homogenizatora YellowLine
DI 25 (IKA).

Formulacje kosmetyczne z substancjami aktywnymi:

Wykonano formulacje kosmetyczne z 0,5% wag. dodatkiem substancji aktywnych
— kostunolidu (K) lub laktonu dehydrokostusowego (L) z pewnymi zmianami sktadu:

W emulsji 1 (E1) i 2 (E2) zmniejszajgc faze wodng do 78,75% wag. (E1) i do 82,5%
wag. (E2) oraz w hydrozelu do 92% wag., natomiast w oleozelu zmniejszajgc
zawartosc oleju z pestek brzoskwini do 94,7% wag.

Formulacje kosmetyczne ze stabilnymi nanoczastkami lipidowymi (SLN)
inkorporowanymi substancjami aktywnymi:

Wykonano formulacje kosmetyczne z dodatkiem substancji aktywnych -
kostunolidu (K) lub laktonu dehydrokostusowego (L) w postaci zainkorporowanej
w nanoczastce lipidowej z pewnymi zmianami sktadu:

W emulsji 1 (E1) i 2 (E2) zastepujgc wode demineralizowang na wodng dyspersje
nanoczgstek lipidowych, natomiast w oleozelu (O) zmniejszajgc zawartos¢ oleju

z pestek brzoskwini 88% wag. przez dodatek 5% wag. zliofilizowanych nanoczgstek
lipidowych.
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6.4. Charakterystyka fizykochemiczna badanych formulacji kosmetycznych

Ocenie  poddano  wtasciwosci  fizykochemiczne  badanych  formulacji
kosmetycznych, obejmujgce m.in. pomiar pH, lepkosci oraz analize wielkosci
czgstek. Dodatkowo weryfikowano ich stabilnos¢ za pomocg testu wirébwkowego.
Celem badan byto sledzenie zmian zachodzgcych w czterech rodzajach formulaciji,
ktére przechowywano przez 90 dni w trzech temperaturach: 4°C, 25°C i 40°C.

Oznaczanie wartosci pH otrzymanych formulacji kosmetycznych

Do pomiaru pH uzyto urzadzenia EcoSense® pH 10 pH/Temperature Meter, Pen
Style (VMR International) przedstawionego na rys. 6.5. Sprzet zostat wczesniej
skalibrowany przy uzyciu standardowych roztworéw buforowych o pH 4,01; 7,00
i 10,01. Nastepnie przygotowano roztwory wodne badanych formulacji (0,5 g
probki rozpuszczone w 10 ml wody destylowanej).

Pomiar polegat na zanurzeniu elektrody w probce do momentu, az wskazania na
wyswietlaczu ustabilizowaty sie. Badania prowadzono w temperaturze pokojowe;j
w dniu sporzadzenia preparatu (dzien 0) oraz po 90 dniach (dzien 90). Kazdg
probke analizowano trzykrotnie, a z uzyskanych wynikow obliczano srednig
i odchylenie standardowe.

Badanie lepkosci otrzymanych formulacji kosmetycznych

Lepkos¢ preparatéw okreslano przy uzyciu rotacyjnego wiskozymetru RC02
(Rheotec) przedstawionego na rys. 6.5. Na poczatku dobierano odpowiednie
wrzeciono oraz predkos¢ pomiarowg - zaczynajgc od najnizszych obrotéw
i stopniowo je zwiekszajgc. Probki umieszczano w waskich pojemnikach, ktore
pozwalaty na wtasciwe zanurzenie wrzeciona. Pomiary wykonano w temperaturze
pokojowej zarowno w dniu przygotowania formulacji (dzien 0), jak i po 90 dniach
(dzien 90), stosujac wrzeciono R4. Kazdg probe analizowano trzykrotnie,
a uzyskane dane usredniano i obliczano odchylenie standardowe.

Badanie rozktadu wielkosci czgstek otrzymanych formulacji kosmetycznych
(technika dyfrakciji laserowej)

Analize rozktadu wielkosci czgstek w badanych ukfadach kosmetycznych
przeprowadzono z wykorzystaniem analizatora Mastersizer 2000 (Malvern)
przedstawionego na rys. 6.5. Przed przystgpieniem do pomiarow dokonano
odpowiedniego doboru parametréow optycznych probki, obejmujgcych absorpcje
promieniowania (dla badanych formulacji przyjeto wartos¢ ok. 0,001 [-]) oraz
wspofczynnik zatamania swiatta (R, ang. refractive index), okreslony przy uzyciu
refraktometru Refracto 30 PX/GS (Mettler Toledo). Pomiar polegat na
zdyspergowaniu 0,1 g formulacji kosmetycznej w 800 ml wody destylowanej, przy
zastosowaniu mieszadta pracujgcego z czestotliwoscig obrotow 1500 rpm. W
trakcie procesu kontrolowano wartos¢ obskuracji, utrzymujgc jg na poziomie 5%.
Ocene rozktadu wielkosci czastek prowadzono w temperaturze pokojowej w dniu
sporzgdzenia formulacji (dzien 0) oraz po 90 dniach przechowywania (dzien 90).
Dla kazdej prébki wykonano trzy pomiary, uzyskujgc krzywe rozktadu czastek oraz
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wartosci parametru d(0,9). Nastepnie obliczono s$rednie arytmetyczne oraz
odchylenia standardowe uzyskanych wynikow.

Rys. 6.5. Aparatura stosowana do oceny pH (EcoSense® pH 10 pH/Temperature Meter, Pen Style
(firmy VMR International)), lepkosci rotacyjny (wiskozymetr RC02 firmy Rheotec) i rozktadu
wielkosci czastek (Mastersizer 2000, firmy Malvern Instruments Ltd)

Badanie stabilnosci otrzymanych formulacji kosmetycznych (test wirdwkowy)

Stabilno$¢ uktadéw kosmetycznych oceniano za pomocg testu wirébwkowego,
wykorzystujgc laboratoryjng wirowke MPW-350R (MPW Med. Instruments). Probki
formulacji umieszczano w probéwkach Eppendorf Tubes® 3810X o pojemnosci 1,5
ml, a nastepnie poddawano dziataniu sity odsrodkowej. Pomiar polegat na
umieszczeniu probéwek w wirniku kgtowym i wirowaniu przez 10 minut
z czestotliwoscig obrotéw 4000 rpm. Test prowadzono w temperaturze pokojowej
w dniu przygotowania probek (dzien 0), po 7 dniach (dzien 7), po 30 dniach (dzien
30), po 60 dniach (dzien 60) oraz po 90 dniach przechowywania (dzierh 90). Dla
kazdej formulacji procedure wykonano jednokrotnie, a nastepnie dokonano
wizualnej oceny uktadéw pod kgtem ewentualnych objawow destabilizaciji, takich
jak rozwarstwienie czy zmiany jednorodnosci.
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Badanie stabilnosci chemicznej wybranych laktonow seskwiterpenowych
w otrzymanych formulacjach kosmetycznych za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej

Stabilnos¢ chemiczng kostunolidu i laktonu seskwiterpenowego zawartych
w badanych formulacjach kosmetycznych oceniano w ramach opracowania
metody umozliwiajgcej zarowno jakosciowe, jak i iloSciowe oznaczanie tych
zwigzkow w produktach kosmetycznych. Analizy prowadzono z wykorzystaniem
wysokosprawnego chromatografu cieczowego Varian 920-LC  (Agilent
Technologies), wyposazonego w automatyczny podajnik probek oraz dozownik
(rys. 6.5) Chromatograficzne oznaczanie laktondw seskwiterpenowych polegato na
odpowiednim przygotowaniu probek formulacji zawierajagcych badane substancje
czynne, a nastepnie ich rozdziale chromatograficznym na kolumnie analitycznej
z uzyciem detektora UV-Vis.

Procedura obejmowata nastepujgce etapy:

|.  Przygotowanie  probek formulacji kosmetycznych do  analizy
chromatograficznej

W celu przygotowania probek do analizy odwazano 0,1 g badanej formulaciji
kosmetycznej, po czym dodawano 10 ml wody destylowanej i intensywnie
wytrzagsano przez okoto 5 minut. Uzyskane roztwory przesgczano przez filtry
strzykawkowe o sSrednicy poréw 0,45 pm, a nastepnie w objetosci 1,5 ml
przenoszono do szklanych fiolek przeznaczonych do analizy HPLC (rys. 6.6).

Il. Przeprowadzenie analizy chromatograficznej

Przygotowane wczesniej roztwory wzorcowe oraz probki formulacji kosmetycznych
umieszczano w automatycznym podajniku probek chromatografu. Analizy
prowadzono w warunkach opisanych w tabeli 6.2. Kazdg probke poddawano serii
trzech powtérzen pomiarowych, a otrzymane dane wykorzystano do obliczenia
srednich arytmetycznych oraz wartosci odchylen standardowych.

lll.  Oznaczanie jakosciowe laktonow seskwiterpenowych w badanych
formulacjach kosmetycznych

Identyfikacje badanych laktonow seskwiterpenowych przeprowadzono poprzez
porownanie czasow retencji wzorcow kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego
z chromatogramami uzyskanymi dla probek kosmetycznych. Polegato to na
odczytaniu czaséw retencji pikdw odpowiadajgcych wzorcom oraz zestawieniu ich
z czasami retencji pikow przypisanych laktonom obecnym w analizowanych
formulacjach. Dzieki temu potwierdzono specyficznos¢ zastosowanej metody
analitycznej. Oznaczenia jakosciowe przeprowadzono zarowno w dniu
przygotowania probek (dzien 0), jak i po 90 dniach przechowywania (dzien 90).
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IV.  Oznaczanie ilosciowe laktonow seskwiterpenowych w badanych
formulacjach kosmetycznych

Zawartos¢ kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego w analizowanych
formulacjach kosmetycznych okreslono przy zastosowaniu metody standardu
zewnetrznego, wykorzystujac uprzednio sporzadzone krzywe kalibracyjne.
Wartosci pol powierzchni pikow chromatograficznych uzyskanych dla badanych
probek zestawiono z odpowiednimi krzywymi kalibracyjnymi, co pozwolito na
obliczenie stezen poszczegolnych laktonow seskwiterpenowych zgodnie
z rownaniem prostej regresji. Oznaczenia ilosciowe przeprowadzono zaréwno
w dniu przygotowania prébek (dzien 0), po 30 dniach (dzien 30), po 60 dniach
(dzien 60) oraz po 90 dniach przechowywania (dzien 90).

Badanie efektywnosci uwalniania laktonow seskwiterpenowych z otrzymanych
formulacji kosmetycznych

Ocene efektywnosci uwalniania laktonow seskwiterpenowych z badanych
formulacji kosmetycznych przeprowadzono z zastosowaniem aparatu typu 708-DS
(Agilent Technologies Inc.). Analize uwalniania laktonéw seskwiterpenowych
przeprowadzono wedtug procedury obejmujgcej nastepujace etapy:

|.  Przygotowanie ptynu akceptorowego

Jako medium zastosowano odpowiednio dobrany roztwoér buforowy o charakterze
analitycznym (pH w zakresie 5,4-5,9), sporzadzony na bazie roztworu
fosforanowego o pH 5,8. Najpierw przygotowano wodny roztwér KH,PO, o stezeniu
0,2 M (rozpuszczajgc 32,5 g KH.PO, w 1000 ml wody destylowanej), a nastepnie
sporzgdzono roztwor NaOH o stezeniu 0,2 M (8 g NaOH w 1000 ml wody). Bufor
uzyskano poprzez zmieszanie roztworow KH,PO, i NaOH w proporcjach
niezbednych do uzyskania pozgdanego pH.

Il. Przygotowanie roztworow wzorcowych do sporzgdzenia krzywe;j
kalibracyjnej

W  pierwszym etapie sporzgdzono roztwory kostunolidu i Ilaktonu
dehydrokostusowego o stezeniu 50 pug/ml w mieszaninie buforu fosforanowym
opH 5,8 i etanolu (zmieszane w stosunku objetosciowym 65:35). Nastepnie,
stosujgc metode kolejnych rozcienczen, przygotowano zestaw roztworow
wzorcowych o stezeniach: 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 7; 10; 20 oraz 30 pg/ml. Kazdy roztwor
przesaczono przez filtry strzykawkowe o srednicy porow 0,45 uym, a nastepnie w
ilosci 1,5 ml przeniesiono do szklanych fiolek przeznaczonych do analizy HPLC.

1. Dobor membrany
W badaniach wykorzystano membrany z regenerowanej celulozy o srednicy 11,5
mm i nominalnej wartosci odciecia masy czasteczkowej (MWCQO) wynoszacej 12

000-14 000 Da. Przed zastosowaniem membrany kondycjonowano, zanurzajac je
na 3 godziny w medium akceptorowym.
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IV.  Przygotowanie prébek formulacji kosmetycznych

Probki  przygotowywano poprzez odwazenie 1 g formulacji kosmetycznej
i umieszczenie jej w odpowiedniej komorze aparatu (rys. 6.6). Komore zamykano
membrang, a nastepnie zaktadano pierscien typu O-ring oraz nakretke
zabezpieczajgca, co zapobiegato wyciekom podczas analizy.

Rys. 6.6. Teflonowe komory ekstrakcyjne wykorzystywane w badaniach kinetyki uwalniania
substancji aktywnych z formulacji kosmetycznych (przed napetnieniem formulacji kosmetyczng

i po).
V. Przeprowadzenie analizy dostepnosci laktonow seskwiterpenowych
w ptynie akceptorowym

Analize dostepnosci laktonow seskwiterpenowych przeprowadzono w komorach
ekstrakcyjnych zawierajgcych probki badanych formulaciji kosmetycznych. Komory
umieszczono w szklanych naczyniach wypetnionych wczesniej przygotowanym
medium akceptorowym (rys. 6.7). Badania prowadzono w warunkach okreslonych
w tabeli 6.4., powtarzajac procedure trzykrotnie dla kazdej probki w celu
zapewnienia powtarzalnosci wynikow.

Rys. 6.7. Teflonowe komory ekstrakcyjne w trakcie badania w aparacie topatkowym Varian Vankel
7010. (firmy Agilent Technologies).
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Tabela 6.4. Warunki badania efektywnosci uwalniania substancji aktywnych z formulacji
kosmetycznych

Temperatura tazni wodnej 36,6 +0,5°C
Predkos¢ obrotowa topatek 100 rpm
Czas trwania analizy 30 godzin

VI.  Oznaczanie laktonow seskwiterpenowych w ptynie akceptorowym

Zarowno analiza jakosciowa, jak i iloSciowa laktonow seskwiterpenowych zostata
przeprowadzona metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej, zgodnie
z wczesniej opisanymi procedurami analitycznymi w tabeli 6.2.

VIl.  Pobieranie probek ptynu akceptorowego do analizy chromatograficznej

Pobieranie prébek prowadzono poprzez odjecie 1 ml ptynu akceptorowego ze
szklanego naczynia znajdujgcego sie nad komorg ekstrakcyjna, w ktorej
umieszczono badang formulacje kosmetyczng. Nastepnie probki przesgczano
przez filtry strzykawkowe o srednicy porow 0,45 ym i przenoszono do szklanych
fiolek przeznaczonych do analizy HPLC. Procedure pobierania wykonywano
w odstepach czasowych: poczgtkowo co 5 minut, 15 minut, 30 minut przez
pierwsze 3 godzin badania uwalniania, a nastepnie w regularnych godzinnych
interwatach czasowych przez 30 godzin.

VIIl.  Przeprowadzenie analizy chromatograficznej

Szklane fiolki zawierajace przygotowane probki ptynu akceptorowego
z oznaczanymi laktonami seskwiterpenowymi umieszczano w automatycznym
podajniku probek. Analize chromatograficzng prowadzono w warunkach
pomiarowych przedstawionych w tabeli 6.2. Kazdg probke analizowano trzykrotnie,
a z uzyskanych wynikow obliczano wartosci srednie oraz odchylenia standardowe.

IX. Oznaczanie jakosciowe laktonow seskwiterpenowych w  ptynie
akceptorowym

Procedure opisano w rozdziale dotyczacym badania stabilnosci chemiczne;j
wybranych laktonow seskwiterpenowych

X.  Sporzadzanie krzywych kalibracyjnych laktonéw seskwiterpenowych

Procedure opisano w rozdziale dotyczacym badania stabilnosci chemiczne;j
wybranych laktonow seskwiterpenowych

Xl.  Obliczanie procentowej wartosci stopnia uwalniania badanych laktonéw
seskwiterpenowych z formulacji kosmetycznych
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Zawartos¢ kostunolidu oraz laktonu dehydrokostusowego w prébkach ptynu
akceptorowego okreslano przy zastosowaniu metody standardu zewnetrznego,
wykorzystujgc uprzednio sporzgdzone krzywe kalibracyjne. Uzyskane wartosci
stezen przeliczano nastepnie na procentowy stopien uwalniania substancji
z formulacji kosmetycznej, odnoszagc go do catkowitej ilosci laktonow
seskwiterpenowych zawartych w danym preparacie kosmetycznym.
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6.5. Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej

Aktywnos¢ antyoksydacyjng badanych laktonéw seskwiterpenowych oceniano
przy wykorzystaniu kilku uzupetniajgcych sie metod analitycznych, umozliwiajgcych
wszechstronng charakterystyke ich wtasciwosci przeciwutleniajacych. Dobor
technik pozwalat zaréwno na ocene zdolnosci neutralizowania wolnych rodnikow,
jak i na oznaczenie catkowitej zawartosci zwigzkéw fenolowych oraz potencjatu
redukcyjnego badanych substancji. Analizy przeprowadzono z uzyciem
spektrofotometru UV-Vis (rys. 6.8) w Scisle kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych, stosujgc odpowiednie roztwory wzorcowe i krzywe kalibracyjne
dla kazdej z metod.

Rys. 6.8. Spektrofotometr UV-Vis Carry 50 (firmy Varian)

Wyznaczanie zdolnosci antyoksydacyjnych metodg DPPH

Aktywnos¢  antyoksydacyjng  laktondw  seskwiterpenowych oceniano
z wykorzystaniem stabilnego rodnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl).
Roztwor rodnika przygotowano w kolbie miarowej o pojemnosci 25 ml poprzez
odwazenie odpowiedniej ilosci DPPH, a nastepnie dopetnienie metanolem do
kreski. W celu przyspieszenia rozpuszczania kolbe umieszczono w tazni
ultradzwiekowej na okoto 5 minut. Po uzyskaniu klarownego roztworu wykonano
pomiar widma UV-Vis i wyznaczono dtugosc¢ fali odpowiadajgcg maksimum
absorpcji (Amax), ktora zostata przyjeta jako dtugos¢ analityczna. Spektrofotometr
skalibrowano przy uzyciu metanolu, po czym zmierzono absorbancje roztworu
rodnika DPPH (A,), wykorzystywang w dalszych obliczeniach. Roztwor
przechowywano w ciemnej kolbie w miejscu ostonietym od Swiatta.

W celu sporzadzenia krzywej kalibracyjnej przygotowano roztwory wzorcowe
troloksu o stezeniach 0,0025; 0,0075; 0,01; 0,02 oraz 0,03 mmol/dm3. Troloks,
bedacy analogiem tokoferolu, rozpuszczano w wodzie, a pomiary prowadzono
z wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis.
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Roztwory laktonow seskwiterpenowych przygotowano poprzez odwazenie 0,1 g
odpowiednich substancji i rozpuszczenie ich w 10 ml etanolu. Otrzymane roztwory
przesaczano przez membrany filtracyjne o srednicy poréw 0,45 ym. Do kuwety
odmierzano 1,5 ml roztworu DPPH oraz 1,5 ml roztworu badanych laktonow
seskwiterpenowych. Mieszaniny inkubowano w ciemnosci przez 30 minut, po czym
rejestrowano absorbancje przy A = 517 nm. Kazdy pomiar wykonywano trzykrotnie,
a wyniki przedstawiano jako Srednie wartosci absorbanciji. Aktywnosc¢
antyoksydacyjng wyrazano jako wartosci rownowaznika troloksu (TEAC) wedtug
Wzoru:

mol TE stezenie troloksu [umol/L
TEAC[u ; | = € [umol/L]

stezenie probki [g/L]
Oznaczanie zdolnosci antyoksydacyjnych metodg ABTS

W tej metodzie zastosowano kationorodnik ABTS (kwas 2,2-azynobis-3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonowy). Roztwér ABTS  przygotowano poprzez
rozpuszczenie 0,00406 g zwigzku w 1 ml wody (7,4 mM), natomiast roztwor
nadsiarczanu potasu sporzadzono przez rozpuszczenie 0,007 g K»S:0s w 10 ml
wody (2,6 mM). Oba roztwory zmieszano w stosunku objetosciowym 1:1, tj. 1 ml
roztworu ABTS i 1 ml roztworu nadsiarczanu, a nastepnie pozostawiono
mieszaning w ciemnosci na 16 godzin w celu petnego wygenerowania
kationorodnika, a nastepnie roztwor rozciericzono 120 ml metanolu.

Dla stworzenia krzywej kalibracyjnej przygotowano roztwory troloksu w stezeniach:
0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3 i 0,4 mmol/dm3. Roztwor wyjsciowy o stezeniu
1 mmol/dm? uzyskano przez rozpuszczenie 0,00625 g troloksu w 25 ml metanolu.

Roztwory laktondéw seskwiterpenowych przygotowano w sposob analogiczny jak
w metodzie DPPH. Do kuwety dodawano 0,15 ml roztworu laktonow oraz 2,85 ml
roztworu kationorodnika ABTS. Mieszaniny inkubowano w ciemnosci przez
6 minut, a nastepnie mierzono absorbancje przy A = 734 nm. Dodatkowo
rejestrowano wartosc¢ A, dla roztworu kontrolnego. Obliczenia prowadzono wedtug
wzoru:

mol TE stezenie troloksu [umol/L
TEAC[u ; | = € [umol/L]

stezenie probki [g/L]
Oznaczanie catkowitej zawartosci zwigzkéw fenolowych metodg Folina—-Ciocalteu

W celu oznaczenia zawartosci zwigzkow fenolowych w badanych laktonach
zastosowano odczynnik Folina—Ciocélteu, ktory zawiera mieszanine wolframianu
sodu, molibdenianu sodu, siarczanu litu, wody bromowej oraz stezonych kwasow
— solnego i fosforowego(V). Jako wzorzec zastosowano kwas galusowy w postaci
roztworu wyjsciowego o stezeniu 300 mg/L uzyskano przez rozpuszczenie 0,0075
g kwasu galusowego w 25 ml metanolu, a nastepnie rozciennczano go do uzyskania
roztworow o stezeniach: 5; 10; 50; 100; 150; 200 i 225 mg/L.

Roztwory laktonow seskwiterpenowych przygotowano w sposob analogiczny
jak w metodzie DPPH. Do 0,1 ml probki dodawano 0,9 ml wody destylowanej oraz

73|Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [METODYKA]

0,1 ml odczynnika Folina—Ciocalteu, po czym mieszaninge inkubowano przez
5 minut. Nastepnie dodawano 1 ml 7% roztworu Na,CO; oraz 0,4 ml wody
destylowanej, a absorbancje mierzono bezposrednio po wymieszaniu przy Amax =
760 nm.

Oznaczanie zdolnosci antyoksydacyjnych metodg FRAP

Ostatnia zastosowana metoda opierata sie na zdolnosci laktonow
seskwiterpenowych do redukcji jonow zelaza(lll) do zelaza(ll) w Srodowisku
kwasnym przy uzyciu odczynnika FRAP. Do przygotowania roztworéw odczynnika
sporzgdzono 40 mM roztwor HCI przez rozcienczenie 0,855 ml stezonego HCIl w 25
ml wody destylowanej, do ktdérego dodano 0,0755 g odczynnika TPTZ. Nastepnie
przygotowano 20 mM roztwér FeCl; - 6H.O poprzez rozpuszczenie 0,135g
substancji w 25 ml wody. Bufor octanowy o pH 3,6 stanowit trzeci sktadnik uktadu.
Mieszanine odczynnika uzyskano w stosunku objetosciowym 10:1:1 (100 ml buforu,
10 ml roztworu TPTZ w HCI, 10 ml roztworu FeCls - 6H,0), a nastepnie ogrzano jg
do 37 °C do uzyskania jednolitego zabarwienia.

Dla kalibracji przygotowano roztwory troloksu o stezeniach 0,1; 0,3; 0,5; 0,75;
1; 1,25; 1,5; 1,75 i 2 mmol/dm?, korzystajgc z roztworu macierzystego o stezeniu
2 mmol/dm? (0,012 g troloksu rozpuszczone w 25 ml metanolu). Roztwory laktonow
seskwiterpenowych przygotowano w sposob analogiczny jak w metodzie DPPH.
Do kuwety odmierzano 3,9 ml odczynnika FRAP oraz 0,1 ml roztworu laktonow, po
czym inkubowano przez 30 minut i mierzono absorbancje przy Amax = 595 nm.
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6.6. Badanie efektywnosci dzialania otrzymanych preparatéw
kosmetycznych

Ocena efektywnosci dziatania opracowanych preparatow kosmetycznych
obejmowata czterotygodniowe badania aplikacyjno-aparaturowe prowadzone w
grupie 80 ochotniczek spetniajgcych okreslone kryteria doboru. Pomiarow
dokonywano w kontrolowanych warunkach klimatycznych, utrzymujgc statg
temperature oraz wilgotnosc¢ powietrza w pomieszczeniach pomiarowych.

Badanie in vivo przeprowadzono zgodnie z Uchwatg Komisji Bioetycznej z dnia 1
17 lutego 2022r. i obejmowato nastepujgce etapy:

I.  uzyskanie od ochotnikdw Swiadomej zgody na udziat w badaniu poprzez
podpisanie stosownego dokumentu (zatagcznik nr 1) wraz z zgodg na
przyjecie warunkow ubezpieczenia (zatacznik nr 2) i przetwarzanie danych
(zatgcznik nr 3),

Il. przeprowadzenie wywiadu dermatologicznego oraz  wypetnienie
kwestionariusza  dotyczacego stanu  zdrowia  skory, nawykow
pielegnacyjnych  oraz  wystepowania  ewentualnych  problemow
dermatologicznych (Kwestionariusz wywiadu dermatologicznego (zatacznik
nr4),

lll.  przekazanie uczestnikom badan materiatow informacyjnych, obejmujgcych
cel, harmonogram, zasady aplikacji preparatdow oraz mozliwe dziatania
niepozadane (Materiaty informacyjne dla ochotnika, zatgcznik nr 5),

IV.  przekazanie badanym odpowiednich probek kosmetykow nalezgcych do
kategorii produktow pielegnacyjnych (rys. 6.9),

Rys. 6.9 Przygotowana czesc¢ preparatow kosmetycznych dla ochotnikéw

V. poinstruowanie uczestnikow w zakresie prawidtowego stosowania
kosmetykow — aplikacja wieczorna, na wyznaczone miejsca skory
(konkretne czesci dtoni),

VI. przeprowadzenie badan aparaturowych skéry z wykorzystaniem
odpowiednich urzgdzen pomiarowych i wybranych parametrow skory po
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tygodniu aplikacji (tydzien 0/1), a nastepnie w kolejnych tygodniach trwania
badania w okreslonych odstepach czasowych przedstawiono w tabeli 6.5
i 6.6.

Tabela 6.5. Zestawienie prowadzonych badan aplikacyjno-uzytkowych z podziatem na tygodnie

Tydzien Pomiar nawilzenia Pomiar Pomiar zawartosci  Pomiar kolorytu
badan (Corneometer® przeznaskorkowe;j melaniny skory
CM 825) utraty wody (TEWL) i poziomu (Colorimeter®
(Tewameter® zaczerwienienia CL 400)
TM 300) (Mexameter®
MX 18)

0* + + + +

1 + + + +

4 + + + +

8 + + + +

*(badanie kontrolne przed pierwsza aplikacja produktu)

Tabela 6.6. Zestawienie prowadzonych badan aplikacyjno-uzytkowych (analizy topograficznej
i makrorzezby skory) z podziatem na tygodnie

Tydzien Pomiar Pomiar parametrow
badan parametrow makrorzezby skory

topografii skory L
(Visioscan ® (Visioline ® VL 650)

VC 98)

0* + +
1 - -
4 - R
8 + +

*(badanie kontrolne przed pierwsza aplikacja produktu)

VIl.  przeprowadzenie ankiety korncowej w 6smym tygodniu jego trwania, w ktorej
uczestnicy wypetniali formularz oceny subiektywnej. Kwestionariusz
zawierat pytania dotyczace wiasciwosci pielegnacyjnych oraz parametrow
uzytkowych testowanych preparatbw kosmetycznych, ocenianych
w pieciostopniowej skali (Formularz subiektywnej oceny testowanych
kosmetykow, zatgcznik nr 6).
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Nawilzenie skory (Corneometer® CM 825)

Badanie poziomu nawilzenia naskorka za pomocag korneometru (Corneometer®
CM 825, CouragetKhazaka electronic GmbH) polegato na przytozeniu
i docisnieciu sondy korneometru do badanego obszaru skoéry. Wykonano po
3 pomiary na kazdym z obszarow, nastepnie obliczono srednig wartos¢ oraz
odchylenie standardowe. Badanie wykonywano w tygodniu O, po pierwszym
tygodniu, 4 tygodniach i 8 tygodniach stosowania preparatow kosmetycznych.

Poziom transepidermalnej utraty wody (Tewameter® TM 300)

Pomiar przeznaskorkowej utraty wody za pomocg tewametru (Tewameter® TM
300, Courage+Khazaka electronic GmbH) polegat na przytozeniu gtowicy sondy
(sonda z gtowica otwartg) do badanego obszaru skory. Wykonano po 20 pomiarow
na kazdym z obszarow, obliczono srednig wartos¢ oraz odchylenie standardowe.
Badanie wykonywano w tygodniu 0, po pierwszym tygodniu, 4 tygodniach
i 8 tygodniach stosowania preparatow kosmetycznych.

Zawartos¢ melaniny i zaczerwienienie skory (Mexameter® MX 18)

Pomiar zawartosci melaniny i poziomu zaczerwienienia polegat na przytozeniu
i docisnieciu gtowicy sondy meksametru (Mexameter® MX 18, Courage+Khazaka
electronic GmbH) do badanego obszaru skory. Wykonano po 3 pomiary na kazdym
z badanych obszaréw, obliczono srednig zawartos¢ melaniny oraz poziomu
zaczerwienienia oraz odchylenie standardowe dla tych wartosci. Badanie
wykonywano w tygodniu 0, po pierwszym tygodniu, 4 tygodniach i 8 tygodniach
stosowania preparatéw kosmetycznych.

Parametry opisujgce koloryt skory (Colorimeter® CL 400)

Pomiar kolorytu skory za pomocg kolorymetru (Colorimeter® CL 400,
Courage+Khazaka electronic GmbH) polegat na przytozeniu i docisnieciu gtowicy
sondy do badanego obszaru skéry. Wykonano po 3 pomiary na kazdym z badanych
obszaréw, wyznaczono wspoétczynniki L* oraz a*. Dla kazdego ze
wspotczynnikdw obliczono srednig wartos¢ oraz odchylenie standardowe. Badanie
wykonywano w tygodniu 0, po pierwszym tygodniu, 4 tygodniach i 8 tygodniach
stosowania preparatéw kosmetycznych.

Parametry opisujgce makrorzezbe skory (Urzadzenie Visioline® VL 650)

Pomiar parametrow topografii skory wykonano za pomocg urzgdzenia Visiocan®
VC 98 (Courage+Khazaka electronic GmbH). Pomiary polegaty na pionowym
przytozeniu sondy do wybranego obszaru skory, wykonania obrazu
i automatycznym przeliczeniu uzyskanych danych przez oprogramowanie
instrumentu w celu otrzymania wskaznikéw topografii. Pomiary przeprowadzono
przed rozpoczeciem aplikacji badanych preparatow (tydzien 0) oraz w korncowym
etapie badania in vivo (tydzien 8); na kazdym polu pomiarowym wykonywano trzy
powtdrzenia, z ktorych obliczono srednie i odchylenia standardowe.
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Parametry opisujgce makrorzezbe skoéry (Urzadzenie Visioline® VL 650)

Parametry makro-rzezby skory oceniano urzadzeniem Visioline® VL 650
(Courage+Khazaka electronic GmbH) na podstawie silikonowych odlewow. Repliki
przygotowywano przez przyklejenie papierowego pierscienia na oznaczonym
fragmencie skory, wymieszanie masy silikonowej (1,5 g) z trzema kroplami
katalizatora, natozenie powstatej masy do wnetrza pierscienia, odczekanie do
zwigzania i ostrozne zdjecie pierscienia z odlewem (rys. 6.10). Otrzymane odlewy
umieszczano na kartonowym podtozu pomiarowym i skanowano przy oswietleniu
pod katem 35°, a analize wynikéw przeprowadzano z wykorzystaniem algorytméw
opartych na zasadzie Swiattocienia. Badanie makrorzezby wykonywano przed
pierwsza aplikacjg i w ostatnim tygodniu badania in vivo (tydzien 4), przy czym na
kazdym obszarze pomiarowym procedure wykonywano jednokrotnie, a ostateczne
wskazniki obliczato oprogramowanie urzadzen.

Visioline® VL 650 -
Counoo + mm .

Rys. 6.10. Przygotowanie silikonowych odlewéw na ditoni ochotnika oraz uzyskana replika skory
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7.Wyniki badan i dyskusja

7.1. Preparatyka nanoczastek lipidowych

Przed przystapieniem do syntezy nanoczgstek lipidowych wybrano staty lipid, ktory
bytby kompatybilny ze sktadnikami aktywnymi, poniewaz to wtasnie matryca
lipidowa nosnikdw ma kluczowe znaczenie dla stabilnosci SLN. Po schtodzeniu
obserwowano homogenicznos¢ mieszaniny, a rezultaty. po 72 godzinach
eksperymentu przedstawiono w tabeli 7.1.

Tabela 7.1 Zestawienie przedstawiajgce otrzymane mieszaniny lipidow i substancji aktywnych

Kostunolid Lakton dehydrokostusowy
Compritol® 888 q
ATO
Precirol® ATO 5
~ s
Softisan® 601
. 3 &
Imwitor® 900 K -
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Na podstawie obserwacji koncowych wybrano Softisan® 601 do optymalizacji
produkcji dyspersji nanoczgstek lipidowych z wykorzystaniem metody HPH
i metody wielokrotnego emulgowania. W efekcie otrzymano biatg nanoemulsje typu

O/W zawierajgcy state nanoczastki lipidowe (rys. 7.1)

Rys 7.1. Otrzymane dyspersje nanoczastek lipidowych
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7.2. Charakterystyka fizykochemiczna uzyskanych dyspersji nanoczastek
lipidowych

W tym rozdziale przedstawiono kompleksowg ocene wiasciwosci fizyko-
chemicznych otrzymanych dyspersji nanoczgstek lipidowych, majaca na celu
okreslenie ich wielkosci, jednorodnosci, stabilnosci elektrokinetycznej oraz
struktury matrycy lipidowej. Badania obejmowaty pomiary dynamicznego
rozpraszania Swiatta (Z-Ave, Pdl) i potencjatu zeta (ZP) w kolejnych punktach
czasowych w celu oceny stabilnosci fizycznej uktadow, transmisyjng mikroskopie
elektronowa (TEM) do weryfikacji morfologii oraz techniki analityczne — DSC i XRD
— do identyfikacji wtasciwosci polimorficznych i stopnia krystalicznosci matrycy
lipidowej. Ponadto oceniono efektywnos¢ enkapsulacji substancji aktywnych
metodg HPLC, co pozwolito powigza¢ zmiany parametrow fizykochemicznych
z zawartoscig i rozmieszczeniem laktonow seskwiterpenowych w nosnikach.
Uzyskane dane majg na celu ocene przydatnosci opracowanych formulacji jako
stabilnych ~ systeméw  nosnikowych dla  zastosowan  kosmetycznych
i farmaceutycznych.

Badanie stabilnosci otrzymanych nanoczgstek lipidowych (metoda dynamicznego
| elektroforetycznego rozpraszania swiatfa)

Aby scharakteryzowa¢ witasciwosci fizykochemiczne przygotowanych statych
nanoczgstek lipidowych (SLN) wykorzystano analizator Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Wielka Brytania). W ramach badan zarejestrowano:

= 3drednig srednice czastek (Z-Ave),
= wskaznik polidyspersyjnosci (Pdl),
= potencjat zeta (ZP).

Analizy dostepne w literaturze [149] wskazuja, ze wiasciwosci matrycy lipidowe;j
determinowane sa nie tylko przez wybdér konkretnego lipidu, lecz takze przez jego
udziat procentowy oraz zastosowane surfaktanty. Sposrod gruntownie
przebadanych lipidow statych Softisan® 6010kazat sie najbardziej efektywny — jak
zauwazyli Almeida i Souto [150] jego wzglednie niska temperatura topnienia
poprawia kompatybilnos¢ otrzymanej dyspersji w kontekscie zastosowan
kosmetycznych oraz sprzyja stabilnosci zamknietego w nanoczgstkach kostunolidu
i lakonu dehydrokostusowego.

Ocena trwatosci dyspersji byta niezbedna ze wzgledu na planowane zastosowanie
SLN jako sktadnika formulacji kosmetycznej, a warunek podwyzszonej temperatury
(40 °C) odpowiadat testom starzeniowym preparatow kosmetycznych
przeprowadzonych w dalszych etapach badan. Stabilnos¢ w czasie sporzgdzonych
zawiesin SLN zbadano monitorujgc trzy kluczowe parametry: Srednice czgstek
(Z Ave [nm]), wskaznik polidyspersyjnosci (Pdl [-]) oraz potencjat zeta (ZP [mV]).
Pomiarom poddano probki bezposrednio po otrzymaniu nanoczastek (oznaczone
jako dzien 0) oraz po 7 (dzien 7) i 30 (dzien 30) dniach przechowywania
w temperaturze 40 °C. Wyniki dla nanoczastki zestawiono w tabelach 7.2 i 7.3.
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Tabela 7.2. Parametry stabilnosci fizykochemicznej otrzymanych nanoczastek lipidowych
otrzymanych metodg HPH

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 30

Probka | Z-Ave Pdl ZP Z-Ave Pdl ZP Z-Ave Pdl ZP
[nm] [] [mV] [nm] [] [mV] [nm] [] [mV]

22543 0408 -200 | 23087 0419  -153 | 27857 0447  -13,1

SLN
052 £0,009 122 | £252 +0013 +3,1 | £195 +0007 +38
w | 21537 0384 214 | 23307 0529 -183 | 37870 0479 -165
+132 40013 +441 | £1.64 10024 +22 | £152 +0009 +35
W | 21923 0415  -204 | 23797 0442 199 | 36900 0435 -183

097 10004 +32 | 133 10008 +46 | +232 +0003 =+15

Tabela 7.3. Parametry stabilnosci fizykochemicznej otrzymanych nanoczastek lipidowych
otrzymanych metodg emulsji wielokrotnej

Dzien 0 Dzien 7 Dzien 30

Probka | Z-Ave Pdl ZP Z-Ave Pdl ZP Z-Ave Pdl ZP
[nm] [] [mV] [nm] [] [mV] [nm] [] [mV]

372,72 0,485 -21,5 333,40 0,404 -27,8 440,97 0,533 + -22,8

M- SLN
+0,26 +0006 +26 | *193 10008 +1,9 | +358 0014 ;59
302.24 0,505 -21,1 34324 0,433 -23,8 472.93 0,491 -30,2
M-NK 1 k) k)
045 +0,003 +1,1 | 147 10019 +07 | £253 10021 +4,1
VAL 555,71 0,514 -35,5 865,12 0,615 -27,2 1624,2 0,928 + -29,9

153 +0016 +28 | +38 +0022 =+16 | £593 0040 142

Analizujgc zmiany Srednicy czastek (Z-Ave) zauwazamy wyrazne roznice zalezne
od metody przygotowania i obecnosci zwigzku aktywnego. W ukfadach
otrzymanych metodg HPH czastki byty najpierw najmniejsze.

Dla prébki bez substancji aktywnych (SLN) srednica wzrosta nieznacznie o okoto
2,4% po 7 dniach, natomiast po 30 dniach przyrost wyniost 23,6%, co wskazuje na
umiarkowang tendencje do powigkszania sie populacji czastek. W nanoczgstkach
lipidowych zawierajacych kostunolid (N-K) obserwujemy znacznie silniejszy efekt —
juz po 7 dniach srednica wzrosta o0 8,2%, a po miesigcu nastapit duzy przyrost rzedu
75,8%, co $Swiadczy o intensywnej agregacji w tej konkretnej probce.
Dla nanoczastek lipidowych z laktonem dehydrokostusowym (N-L) wzrost byt
podobny do kostunolidu po 7 dniach (8,6%), a po 30 dniach Srednica zwiekszyta
sie 0 68,3%.
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W uktadach przygotowanych metodg emulsji wielokrotnej (W/O/W) czastki byty od
poczatku wieksze i zachowywaty sie mniej stabilnie — préobka nanoczgstek
lipidowych bez substancji aktywnych (M-SLN) najpierw zmniejszyta srednice
o okoto 10,5%, by po 30 dniach zwiekszy¢ jg o0 18,3% wzgledem wartosci
wyjsciowej. Nanoczagstki lipidowe z inkorporowanym kostunolidem (M-NK)
wykazata przyrosty srednicy o 13,6% po 7 dniach i 56,5% po 30 dniach. Natomiast
najbardziej dramatyczne zmiany dotyczyty nanoczgstek z inkorporowanym
laktonem dehydrokostusowym (M-NL) — Srednica wzrosta o 55,7% juz w ciggu
7 dni, a po 30 dniach osiggneta wzrost rzedu 192,3%, co oznacza niemal trzykrotne
zwiekszenie rozmiaru i wskazuje na masywng koalescencje/agregacie.

Jesli przesledzimy zmiany w polidyspersyjnosci (Pdl), obraz jest spojny
z obserwacjami dotyczgcymi Z-Ave. Metoda HPH generowata bardziej jednorodne
uktady na starcie, z niewielkim pogorszeniem jednorodnosci po 30 dniach.
W probce bez substancji aktywnych (SLN) Pdl wzrosto nieznacznie o 2,7% po
7 dniach io 9,6% po 30 dniach, co odzwierciedla umiarkowane poszerzenie
rozktadu wielkosci. W nanoczgstkach lipidowych zawierajgcych kostunolid (N-K)
Zzauwazono znaczgce pogorszenia jednorodnosci — Pdl wzrosto o 37,8% juz po
7 dniach i 0 24,7% po 30 dniach, co skorelowane jest z duzym wzrostem srednicy.
Nanoczastki lipidowe zawierajgce lakton dehydrokostusowy (N-L) wykazaty jedynie
tagodne zmiany Pdl (wzrost 0 6,5% po 7 dniach i 0 +4,8% po 30 dniach).

W nanoczastkach uzyskanych metodg emulsji wielokrotnej (W/O/W) Pdl byto od
poczatku wyzsze i w najbardziej problematycznej prébce (z laktonem
dehydrokostusowym, M-NL) nastgpito dramatyczne pogorszenie jednorodnosci —
Pdl wzrosto 0 19,7% po 7 dniach i az o0 80,5% po 30 dniach, potwierdzajac silne
rozwarstwienie populacji czastek, pozostate probki uzyskane tg metodg (M-SLN,
M-NK) wykazywaty mniejsze fluktuacje Pdl, ale nadal pozostawaty ogdlnie bardziej
heterogeniczne niz wiekszos$¢ uktadow uzyskanych metodg HPH.

Ocena potencjatu zeta (ZP) z perspektywy bezwzglednej wartosci fadunku
pokazuje dodatkowe mechanizmy destabilizacji. W uktadach otrzymanych metoda
HPH obserwujemy systematyczne ostabienie fadunku elektrostatycznego.
Dla probki z nanoczastkami lipidowymi (SLN) niezawierajgcymi substancji
aktywnych bezwzgledna wartos¢ |ZP| zmniejszyta sie o okoto 23,5% po 7 dniach
io 34,4% po 30 dniach, zas w prébce z kostunolidem (N-K) spadek wynidst
odpowiednio 14,5% i 22,9%. Taka redukcja fadunku elektrostatycznego zmniejsza
sity odpychania miedzy czgstkami i sprzyja ich fgczeniu, co dobrze koreluje
z obserwowanymi wzrostami Z-Ave i Pdl w uktadach otrzymanych metodg HPH.

W systemach W/O/W trend zmian ZP byt bardziej zr6znicowany — w niektorych
probkach bezwzgledna wartos¢ tadunku sie zwiekszyta (np. préobka z kostunolidem
(M-NK) wykazata wzrost |ZP| o 12,8% po 7 dniach i 43,1% po 30 dniach), co
teoretycznie powinno poprawiac stabilnos¢ elektrostatyczng; mimo to w formule
z laktonem (M-NL), pomimo poczgtkowo bardzo wysokiego |ZP|, doszto do silnej
destabilizacji, co sugeruje, ze poza sitami elektrostatycznymi dziatajg tez inne
mechanizmy (np. brak bariery sterycznej, zmiany w matrycy lipidowej lub
koalescencja kropli).

Na zakonczenie, tgczgc wszystkie obserwacje, mozna stwierdzi¢, ze metoda HPH
powoduje wytwarzania najmniejsze i bardziej jednorodnych nanoczastek oraz
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generalnie lepszg kontrole nad ich parametrami w czasie. Metoda W/O/W z kolei
generuje znacznie wieksze i bardziej heterogeniczne czastki juz na starcie,
a obecnosc laktonu dehydrokostusowego prowadzi do dramatycznej destabilizaciji,
co w kontekscie kosmetycznej formulacji czyni te metode mniej pozadang lub moze
by¢ uzyteczna tylko tam, gdzie akceptowalne sg znacznie wieksze i bardziej
heterogeniczne czastki.

Po poréwnaniu obu metod, do dalszych czesci badan w tej pracy nanoczgstki
lipidowe zostaty otrzymywane metodg HPH.

Charakterystyka matrycy lipidowej otrzymanych nanoczgstek lipidowych
(transmisyjna mikroskopia elektronowa)

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) stanowi jedng z kluczowych technik
obrazowania stosowanych w badaniach nanostruktur wykorzystywanych w farmac;ji
i kosmetologii. Umozliwia ona bezposrednig obserwacje morfologii, rozktadu
wielkosci, stopnia agregacji oraz struktury wewnetrznej nanoczgstek
z rozdzielczoscig rzedu pojedynczych nanometrow. W odrdznieniu od metod
posrednich, takich jak dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS), TEM pozwala na
uzyskanie informacji o ksztatcie i topografii czgstek, co ma szczegdlne znaczenie
w ocenie stabilnosci formulacji i skutecznosci proceséw enkapsulacji substancji
czynnych [151], [152].

Zastosowanie TEM w badaniach nanoczastek lipidowych umozliwia ocene jakosci
ich formowania, stopnia homogenicznosci oraz ewentualnych zmian
morfologicznych zachodzgcych w trakcie procesow technologicznych, takich jak
liofilizacja, rehydratacja czy krystalizacja [153]. Uzyskane obrazy dostarczajg
réwniez cennych informacji na temat ewentualnej obecnosci faz amorficznych lub
krystalicznych, pozwalajgc na ocene wptywu warunkdéw suszenia i obecnosci
stabilizatoréw na strukture nosnika [154].

Technika TEM jest szczegolnie przydatna w badaniach nanonosnikow substanciji
biologicznie czynnych, poniewaz umozliwia weryfikacje skutecznosci ich
inkorporacji w matryce lipidowg oraz identyfikacje zmian strukturalnych mogacych
wptywac na wiasciwosci biologiczne, takie jak biodostepnosc czy profil uwalniania
substancji czynnej [155].

Na rysunkach 7.2. i 7.3. przedstawiono obrazy TEM zarejestrowane dla uktadéw
zawierajgcych kostunolidu (N-K) i lakton dehydrokostusowy (N-L).
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Rys. 7.2. Obrazy TEM nanoczgstek lipidowych inkorporowanych kostunolidem (z lewej w formie
wodnej dyspersji, a z prawej w formie zliofilizowanej). Skala 100 nm

Uzyskane wodne dyspersje nanoczagstek z inkorporowanym Kkostunolidem
charakteryzowaty sie dobrze zdefiniowang, sferyczng morfologig, typowg dla
nanoczgstek lipidowych (rys. 7.2). Obserwowano ich rownomierne rozproszenie
oraz zblizony rozmiar, nieprzekraczajagcy 20 nm. Jednorodne i gtadkie
powierzchnie sugerujg skuteczng inkorporacje kostunolidu w matryce lipidowag
oraz dobrg stabilnos¢ uktadu. W stanie dyspersji nanoczgstki zachowujg pozgdang
strukture, co sprzyja ich wykorzystaniu jako nosnikow substancji biologicznie
czynnych. Sferyczny ksztatt i brak aglomeracji Swiadczg o wysokiej jakosci
formulacji, a uzyskana morfologia jest korzystna z punktu widzenia kontroli
uwalniania substancji aktywnej oraz jej penetracji przez skore.

W probkach liofilizowanych nanoczastek z inkorporowanym kostunolidem
zaobserwowano silng aglomeracje czastek, tworzacych zwarte, nieregularne
skupiska, typowe dla nanomateriatdéw pozbawionych fazy ciektej (rys. 7.2). Trudno
byto wyrdzni¢ pojedyncze nanoczastki — wiele z nich wykazywato wzajemne
zespolenie. Obserwowana tekstura moze sSwiadczyC o czesciowej krystalizaciji
lipidow lub nierédwnomiernym przebiegu procesu liofilizacji.

Widoczne byly réwniez obszary amorficznych osadow, co moze wskazywac¢ na
przemieszczenie substancji czynnej (kostunolidu) podczas suszenia. Tym samym
mozna przypuszcza¢, ze liofilizacja przeprowadzona bez odpowiednich
krioprotektantow i stabilizatorow prowadzi do nieodwracalnych zmian
morfologicznych,  powodujgcych  deformacje  struktur i  pogorszenie
redyspergowalnosci oraz biodostepnosci kostunolidu.
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Rys. 7.3. Obrazy TEM nanoczgstek lipidowych inkorporowanych laktonem dehydrokostusowym
(z lewej w formie wodnej dyspersiji, a z prawej w formie zliofilizowanej; skala odpowiednio: 100 i 200
nm)

Na uzyskanym obrazie wodnej dyspersji nanoczgstek z inkorporowanym laktonem
dehydrokostusowym uzyskano czgstki o0 wyraznie wiekszych rozmiarach — srednia
srednica wynosita okoto 150 nm (rys. 7.3). Na obrazach TEM widoczne byty
nieregularne, wielopostaciowe agregaty, prawdopodobnie powstate w wyniku
rekrystalizacji lub ograniczonej rozpuszczalnosci laktonu w srodowisku wodnym.
Tego typu struktury mogg charakteryzowac sie obnizong stabilnoscig koloidalnag,
co nalezy uwzgledni¢ przy projektowaniu uktadow dostarczania tej substancji
czynnej.

W  przypadku formy liofilizowanej zaobserwowano obecnos¢ drobnych,
rozproszonych skupien czastek o srednicach rzedu kilku nanometrow. Taki rozktad
moze wskazywac na rozpad makroczgsteczek laktonu podczas procesu suszenia
sublimacyjnego, prowadzacy do powstawania amorficznych pozostatosci.

Podsumowujgc, w przypadku nanoczastek lipidowych zawierajagcych kostunolid,
probki zdyspergowane wykazywaty wysokg jednorodnos¢ morfologiczna,
charakteryzujgc sie obecnoscig kulistych czastek o Srednicy ponizej 50 nm.
Struktury te byty dobrze rozproszone i miaty gtadkg powierzchnie, co swiadczy
o skutecznej inkorporacji substancji czynnej oraz potencjalnej stabilnosci uktadu.
Taka morfologia sprzyja kontrolowanemu uwalnianiu i skutecznej penetraciji
skornej. Przeciwnie, probki liofiizowane wykazywaty silng aglomeracje
i nieregularng strukture, z widocznymi fragmentami amorficznymi oraz sladami
przemieszczenia substancji aktywnej. Moze to swiadczy¢ o niekorzystnym wptywie
liofilizacji na morfologie i redyspergowalnos¢ czastek w przypadku braku
odpowiednich stabilizatorow. Z kolei analiza czystego laktonu kostunolidowego
wykazata odmienny obraz morfologiczny. W prébkach zdyspergowanych
zaobserwowano liczne, nieregularne aglomeraty o rozmiarach rzedu setek
nanometrow, co sugeruje niskg rozpuszczalnos¢ i tendencje do rekrystalizacji
w srodowisku wodnym. Tego typu struktury cechuje niska stabilnos¢ koloidalna.
Natomiast forma liofilizowana zawierata oprocz duzych aglomeratow rozproszone
drobne czastki o Srednicach kilku nanometrow, co moze byC wynikiem
dezintegracji struktury laktonu w trakcie procesu suszenia sublimacyjnego
i powstawania pozostatosci amorficznych.
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Ostatecznie, analiza potwierdza kluczowe znaczenie zaréwno metody formulaciji,
jak i odpowiedniego doboru stabilizatorow i nosnikow, w kontekscie zachowania
pozadanej morfologii oraz potencjalnej biodostepnosci substancji aktywnych.

Charakterystyka matrycy lipidowej otrzymanych nanoczgstek lipidowych
(skaningowa kalorymetria roznicowa)

Skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC) jest jedng z podstawowych metod
stosowanych do analizy wtasciwosci termicznych uktadéw lipidowych
i nanonosnikow substancji biologicznie czynnych. Technika ta umozliwia okreslenie
temperatur przemian fazowych, entalpii topnienia oraz stopnia krystalicznosci
materiatéw, a tym samym pozwala na ocene wptywu procesu technologicznego,
rodzaju lipidu i obecnosci substancji aktywnych na strukture matrycy lipidowej
[156], [157].

W kontekscie nanoczgstek lipidowych (SLN), analiza DSC jest kluczowa dla
zrozumienia ich wiasciwosci fizykochemicznych, poniewaz krystalicznos¢ matrycy
lipidowej w duzej mierze determinuje stabilnos¢ ukfadu, zdolnos¢ inkorporacji
substancji czynnej oraz profil jej uwalniania [158]. Obecnos¢ surfaktantow,
homogenizacja wysokocisnieniowa oraz procesy chtodzenia mogg prowadzi¢ do
zaburzen uporzadkowania sieci krystalicznej lipidow, a z kolei dodatek substanc;ji
aktywnych moze wprowadza¢ dodatkowe defekty w strukturze, prowadzac do
czesciowej amorfizacji matrycy [159].

Badania DSC pozwalajg wiec nie tylko na okreslenie czysto fizycznych parametrow,
takich jak temperatura i entalpia topnienia, ale rowniez na posrednig ocene
interakcji pomiedzy  skfadnikami  formulacji oraz wptywu procesow
technologicznych na morfologie lipidowego rdzenia. Uzyskane w ten sposob
informacje sg szczegolnie istotne w projektowaniu stabilnych, kontrolowanie
uwalniajgcych sie systeméw nosnikowych dla substancji biologicznie czynnych,
zwlaszcza w zastosowaniach dermatologicznych i kosmetycznych [160].

Na rys. 7.4 i 7.5 przedstawiono krzywe DSC zarejestrowane podczas ogrzewania
i chtodzenia dla czystego lipidu (Softisan® 601), pustych nanoczgstek lipidowych
(SLN) oraz uktadow zawierajagcych kostunolid (N-K) i lakton dehydrokostusowy
(N L). W analizie uwzgledniono réwniez krzywe dla samych substancji aktywnych
w celu oceny ich zachowania termicznego i ewentualnych interakcji z matrycg
lipidowa.
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Rys. 7.4. Krzywe DSC podczas ogrzewania dla lipidu, nanoczgstek lipidowych bez substanciji
aktywnej, nanoczgstek lipidowych inkorporowanych kostunolidem i nanoczgstek lipidowych
inkorporowanych laktonem dehydrokostusowym

Poréwnanie krzywych DSC dla czystego lipidu i pustych nanoczgstek (SLN)
ujawnia obnizenie temperatury topnienia (Ti;) o ok. 1,7 °C oraz spadek entalpii AH,
o ok. 16-20%. Zjawisko to jest charakterystyczne dla uktadéw, w ktorych w wyniku
homogenizacji wysokocisnieniowej i obecnosci surfaktantu dochodzi do zaburzenia
uporzadkowania krystalicznego lipidow. Obserwowane obnizenie T i AH swiadczy
o czesciowej amorfizacji matrycy lipidowej, co jest zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami literaturowymi [161].

Dodatek substancji aktywnych — kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego —
prowadzit do dalszych zmian w profilu termicznym. W przypadku prébki N-K
temperatura topnienia obnizyta sie o kolejne 0,6 °C, a AH spadto o ok. 9%
wzgledem nanoczastek lipidowych bez substancji aktywnej. Swiadczy to
o czesciowej dezorganizacji sieci krystalicznej w obecnosci czgsteczek
kostunolidu, ktore moga lokalizowac sie w regionach amorficznych lub w defektach
struktury lipidowe;j.

Jeszcze wyrazniejszy efekt zaobserwowano dla laktonu dehydrokostusowego.
Probka N-L wykazata przesuniecie T: o dodatkowe 0,4 °C w dot i spadek entalpii
o ponad 20% w stosunku do SLN-pusta. Oznacza to, ze lakton silniej oddziatuje
z matrycg lipidowg, prowadzgc do bardziej rozproszonego, mniej krystalicznego
uktadu. Podobne obserwacje raportowano w literaturze [162] wskazujgc, ze
obecnos¢ zwigzkdw hydrofobowych moze zaburzacC regularnosc sieci lipidowej,
powodujgc obnizenie stopnia krystalicznosci i entalpii topnienia.

Dla czystych substancji aktywnych (kostunolid i lakton dehydrokostusowy)
zarejestrowano pojedyncze, ostre piki endotermiczne w zakresie ~61 °C, co
odpowiada ich charakterystycznym punktom topnienia. Brak analogicznych
sygnatéw w krzywych dla K-SLN i L-SLN potwierdza, ze substancje aktywne sg
catkowicie rozproszone lub amorfizowane w matrycy lipidowej, bez obecnosci
krystalicznych domen. Wynik ten jest spojny z obserwacjami mikroskopowymi
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i analizg XRD, ktore rowniez nie wykazaty wyodrebnionych faz krystalicznych
substancji czynnych.

Podczas cyklu chiodzenia (rys. 7.5) zarejestrowano obnizenie temperatury
krystalizacji oraz zmiane ksztattu pikow egzotermicznych dla prébek zawierajgcych
zwigzki aktywne. Obserwowane sptaszczenie i poszerzenie pikow wskazuje na
tworzenie sie mniej uporzgdkowanych form krystalicznych (polimorféw ('), co
potwierdza tendencje do amorfizacji uktadu.

®Lipid ©SLN @N-K @N-L

70

50
=
£

30 E
£
Q
0
(&)

10 £
Q.
[]
N
o

120 100 80 0
-10
-30

Temperatura [°C]

Rys. 7.5 Krzywe DSC podczas chtodzenia dla lipidu, nanoczgstek lipidowych bez substanciji
aktywnej (SLN), nanoczastek lipidowych inkorporowanych kostunolidem i nanoczastek lipidowych
inkorporowanych laktonem dehydrokostusowym

Ponizej zestawiono wyniki DSC dla czystego lipidu, pustego SLN oraz SLN
zatadowanych kostunolidem i laktonem dehydrokostusowym, a takze krzywe dla
samych zwigzkow aktywnych. Podano zaréwno temperatury topnienia (Ti)
wyznaczone z wierzchotkow endoterm, jak i przyblizone wartosci entalpii topnienia
(AH) obliczone przez integracje obszaru pod pikami (wyrazone w J/g probki)
(tabela 7.4).
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Tabela 7.4. Parametry termiczne badanych uktadow lipidowych: temperatury topnienia Tt,/Tt,
i entalpie AH,/AH,

Probka Tu [°C] AH4 [J/G] T2 [°C] AHz [J/g]
Lipid 34,5 105 43,5 88
SLN 32,8 88 41,9 70
N-K 32,2 80 41,5 63
N-L 31,8 70 41,0 54

Kostunolid . . 61,2 65
(sam)

Lakton . . 615 47

(sam)

Z danych DSC wynika, ze juz sam proces formulacji SLN (homogenizacja
w obecnosci Tween® 80) obniza temperatury topnienia i entalpie wzgledem
czystego lipidu, co swiadczy o czesciowej amorfizacji i spadku uporzgdkowania
matrycy lipidowej. Dodatek substancji aktywnych pogtebia ten efekt: zarowno
kostunolid, jak i — silniej — lakton dehydrokostusowy dodatkowo destabilizujg siec
krystaliczng, prowadzac do dalszego obnizenia T: i AH. Jednoczesnie brak
wyodrebnionych pikow topnienia odpowiadajagcych samym substancjom
w krzywych SLN wskazuje na ich catkowite rozproszenie/amorfizacje w nosniku
lipidowym, co sprzyja stabilnosci uktadu oraz umozliwia bardziej przewidywalne,
kontrolowane uwalnianie w planowanych zastosowaniach kosmetyczno-
dermatologicznych.

Charakterystyka matrycy lipidowej otrzymanych nanoczastek lipidowych (dyfrakcja
promieni rentgenowskich)

Dyfrakcja rentgenowska proszkowa (XRD) zostata wykorzystana do oceny
uporzgdkowania wewnetrznego i polimorfizmu matrycy lipidowej badanych
nanoczgstek. Metoda umozliwia rozroznienie faz amorficznych od krystalicznych
oraz identyfikacje charakterystycznych form triglicerydow (a, B', B) na podstawie
potozen i ksztattu refleksdw w zakresie 26, rejestrowanych przy promieniowaniu Cu
Ka (A = 1,5406 A). Poréwnanie widm uktaddéw nanoczgstek lipidowych z
inkorporowanymi substancjami aktywnymi z widmem czystego lipidu pozwala
oceni¢ wptyw homogenizacji i inkorporacji substancji aktywnych na stopien
krystalicznosci: obnizenie intensywnosci i poszerzenie maksimow dyfrakcyjnych
wskazuje na rozdrobnienie domen i czesciowg amorfizacje. Uzyskane wyniki
traktowano komplementarnie do DSC — przesuniecia i zmiany ksztattu reflekséw
korespondujg z depresjg temperatur topnienia i spadkiem entalpii, wspodlnie
charakteryzujgc reorganizacje lamelarng matrycy lipidowej. Dla ograniczenia
artefaktow probki analizowano jako jednorodne warstwy proszku/filmow
o kontrolowanej wilgotnosci i statych parametrach pomiaru (krok skanowania,
predkosc¢, zakres 20). Dzieki temu XRD stanowi wiarygodne narzedzie
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potwierdzajgce zmiany strukturalne zachodzace w wyniku formulacji i zatadunku
substancji biologicznie czynnych.

Z wykorzystaniem techniki XRD dokonano charakterystyki fazy krystalicznej lipidu
widoczne na rys. 7.6 sg dwa ostre odbicia przy okoto 206 = 21° i 20 =~ 23,5°.
Odpowiadajg one uporzgdkowanej, potkrystalicznej strukturze mono-, di-
i triacyloglicerydow (formy B'/B).
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Rys. 7.6. Porownanie dyfraktogramow lipidu oraz badanych dyspersji nanoczastek lipidowych
(dyfraktogramy przesuniete o statg wartos¢ jednostek 15000 umownych w stosunku do
poprzedzajgcego dyfraktogramu)

Zaobserwowano dla czystych (nieinkorporowanych czgstek obnizenie
intensywnosci sygnatow o ok. 20-30 % w poréwnaniu z samym lipidem. Refleksy
sg nieco szersze, co wskazuje na zmniejszony rozmiar krysztatow lipidowych
i wzrost udziatu fazy amorficznej. Nalezy zatem stwierdzi¢, ze homogenizacja
i rozdrabnianie lipidu w procesie przygotowania nanoczgstek powodujg czesciowg
utrate krystalicznosci — powstaje matryca o mieszanej (krystaliczno-amorficznej)
strukturze. Z kolei wprowadzenie substancji aktywnych (kostunolidu i laktonu
dehydrokostusowego) powoduje dalszy spadek intensywnosci, tj. dla SLN-K dalsze
obnizenie intensywnosci o ~50 % wzgledem SLN-puste, a w SLN-L najwiekszy
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spadek — intensywnos¢ piku przy 21° maleje o ponad 70 %. Nie pojawiajg sie
zadne dodatkowe refleksy charakterystyczne dla krystalicznego kostunolidu czy
laktonu, zas refleksy od fazy lipidowej stajg sie bardziej sptaszczone i szerokie, co
jest typowe dla wzrostu zawartosci fazy amorficznej. Tym samym mozna stwierdzic,
ze aktywne zwigzki sg rownomiernie zatopione w lipidowej matrycy, utrudniajgc
dalsze uporzadkowanie czgsteczek lipidow. Nie obserwujemy odrebnych faz
krystalicznych kostunolidu czy laktonu — najpewniej wystepujg one w SLN w formie
molekularnej lub amorficznej. Takie zmiany potwierdzajg, ze nanostruktura lipidowa
skutecznie enkapsuluje i dysperguje zwigzki w matrycy lipidowej, jednoczesnie
ograniczajgc ich rekrystalizacje. Podobne obserwacje poczynili juz Silva i Feng
[163], [164].

Badanie efektywnosci enkapsulacji laktonow seskwiterpenowych w otrzymanych
nanoczastkach lipidowych

Ocena efektywnosci enkapsulacji (EE) jest kluczowa przy doborze sktadu
i warunkéw wytwarzania dyspersji nanoczgstek lipidowych, poniewaz poziom
wigczenia substancji aktywnej do matrycy lipidowej bezposrednio wptywa na
stabilnos¢ formulacji, kinetyke uwalniania i spodziewany efekt biologiczny.

Badanie efektywnosci enkapsulacji laktonach seskwiterpenowych
w syntetyzowanych nanoczgstkach lipidowych obejmowato ilosciowe oznaczenie
ich niezainkorporowanej czesci znajdujgcej sie w zewnetrznej fazie wodnej
surfaktantu, z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w oparciu o nowg, zwalidowang metode, opracowang i scharakteryzowang ponize;j.

Na podstawie uzyskanych chromatograméw wyznaczono czasy retencji
oznaczanych laktondw  seskwiterpenowych —  kostunolidu i laktonu
dehydrokostusowego, wynoszace odpowiednio 9,55 min i 10,56 min (rys. 7.7).

94 96 98 1 - 108 "

Rys. 7.7. Wyznaczone czasy retencji kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego na
chromatogramach

W celu analizy iloSciowej byto sporzadzenie krzywych kalibracyjnych dla
kostunolidu oraz laktonu dehydrokostusowego, wykonanych na podstawie analizy
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chromatograficznej przygotowanych w odpowiednim zakresie stezen roztworow
wzorcowych (rys. 7.8)

@ Kostunolid Lakton dehydrokostusowy
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Rys. 7.8. Krzywe kalibracyjne dla badanych laktonow seskwiterpenowych rozpuszczonych
w etanolu

Kolejno, dla kazdej z przygotowanych krzywych kalibracyjnych wyznaczono
rownanie regresji liniowej oraz wartos¢ wspoétczynnika korelacji R2. Wartosci
obliczonych wspdtczynnikéw korelacji R? wyniosty dla kostunolidu i laktonu
dehydrokostusowego, odpowiednio 0,9972 oraz 0,9993, mieszczac sie
w zalecanym przedziale wartosci 0,9-1,0, co wskazuje na szeroki zakres liniowosci
opracowanej metody. Ponadto, wysoka powtarzalnos¢ metody zostata
zdeterminowana na podstawie uzyskanych wartosci odchylen standardowych.
Wyznaczone parametry walidacyjne opracowanej metody oznaczania laktonow
seskwiterpenowych w formulacjach kosmetycznych ksztattowaty sie na
nastepujgcym poziomie: dla kostunolidu: LOD = 0,17 ug/ml; LOQ = 0,51 pyg/ml, zas
dla laktonu dehydrokostusowego: LOD = 0,12 pg/ml; LOQ = 0,36 pg/ml.

Wyznaczono efektywnos¢ enkapsulacji (EE) obu badanych laktonow
seskwiterpenowych w otrzymanych nanoczgstkach lipidowych (EE obliczano jako
procent substancji zwigzanej w matrycy lipidowej wzgledem catkowitej ilosci
dodanej do formulacji, po oddzieleniu frakcji wolnej przez wirowanie i ilosciowym
oznaczeniu zawartosci wolnej frakcji metodg HPLC). Dla kostunolidu wyznaczono
EE = 87,58%, natomiast dla laktonu dehydrokostusowego EE = 79,44%.

Réznica w uzyskanych wartosciach EE jest zgodna z wynikami badan matrycy
lipidowej i pomiarow fizykochemicznych. Brak wyraznych pikow topnienia
odpowiadajagcych substancjom aktywnym w krzywych DSC oraz brak odrebnych
refleksow w dyfraktogramach XRD wskazuja, ze oba laktony zostaty w duzej mierze
rozproszone w matrycy lipidowej w formie molekularnej lub amorficznej — czynnik
sprzyjajgcy wysokiej enkapsulacji. Jednoczesnie obserwowane roznice w stopniu
zaburzenia matrycy (wieksze obnizenie temperatur topnienia i wiekszy spadek
entalpii dla probki z laktonem) sugerujg, ze dehydrokostusowy silniej oddziatuje
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z rdzeniem lipidowym, co moze skutkowac czesciowym ostabieniem struktury
nosnika i mniejszg retencjg w poréwnaniu z kostunolidem.

Dane z pomiarow DLS (Z-Ave, Pdl) oraz zmiany potencjatu zeta (ZP) réwniez
korelujg z powyzszym wnioskiem: probki zawierajgce kostunolid wykazywaty
poczatkowo nizszg tendencje do tworzenia duzych agregatow i korzystniejszy profil
jednorodnosci, co wspiera wyzsze EE; natomiast formulacje z laktonem cechowaty
sie wiekszym przyrostem sSrednicy i wyzszg heterogenicznoscig, co moze
odpowiadac¢ za nieco nizszg wartos¢ EE. Obrazy TEM potwierdzity te obserwacje
— w preparatach HPH z kostunolidem widoczna byta bardziej jednorodna
populacja kulistych czgstek, podczas gdy w niektérych probkach z laktonem
obserwowano nieregularne skupiska i wieksze struktury.
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7.3. Charakterystyka fizykochemiczna badanych formulacji kosmetycznych

W tym rozdziale zdeterminowano podstawowe parametry jakosciowe
opracowanych formulacji kosmetycznych: pH, lepkos¢, rozktad wielkosci czgstek
oraz stabilnos¢ fizyczng w tescie wirowkowym. Pomiar pH stuzyt weryfikacji
zgodnosci preparatow z fizjologig skory i ich bezpieczenstwa uzytkowania,
natomiast lepkosC okreslata witasciwosci reologiczne decydujgce o odczuciu
sensorycznym i odpornosci na sedymentacje/koalescencje. Analiza rozktadu
wielkosci czastek pozwolita oceni¢ jednorodnos¢ dyspersiji i potencjalny wptyw na
stabilnos¢ oraz biodostepnosc¢ sktadnikow aktywnych. Test wirowkowy stanowit
przyspieszong probe stabilnosci fizycznej, ujawniajgc tendencje do rozdziatu faz,
flokulacji lub sedymentacji w warunkach obcigzenia mechanicznego. Zestaw tych
oznaczen daje spojny obraz jakosci technologicznej preparatow i stanowi podstawe
do dalszej optymalizaciji sktadu.

pH przygotowanych formulacji kosmetycznych

pH jest jednym 2z kluczowych parametrow jakosciowych preparatow
dermokosmetycznych, determinujgcym ich zgodnos¢ ze skoérg, stabilnos¢
fizykochemiczng oraz aktywnosc¢ biologiczng zastosowanych substancji czynnych.
Utrzymanie pH formulacji w zakresie fizjologicznym (zazwyczaj 4,5-6,8) jest
niezbedne zarowno ze wzgledéw dermatologicznych, jak i technologicznych —
wptywa na uktad fazy wodnej, stabilnos¢ emulsji, wlasciwosci reologiczne oraz
potencjalne procesy degradacyjne. W przypadku uktadow zawierajgcych zwigzki
wrazliwe chemicznie, takich jak laktony seskwiterpenowe, pH srodowiska moze
dodatkowo oddziatywaC na trwatoSC pierscienia laktonowego oraz jego
reaktywnosc¢. Z tego wzgledu ocena wptywu inkorporacji kostunolidu i laktonu
dehydrokostusowego na odczyn réznych typéw formulacji stanowi istotny etap ich
charakterystyki technologicznej. W przypadku trzech otrzymanych uktadow
oceniono wartosci pH bezposrednio po inkorporacji nanoczgstek oraz po 90 dniach
przechowywania w temperaturach 4 °C, 25 °C i 40 °C (tabela 7.5), aby okresli¢
wptyw substancji aktywnych na stabilnos¢ odczynu formulacji.
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Tabela 7.5. Zmiany pH badanych formulacji kosmetycznych bazowych (E1, E2, O, H) oraz
z dodatkiem laktonéw seskwiterpenowych (-K) i (-L) w formie klasycznej przechowywanych
w réznych warunkach temperaturowych przez 90 dni

Temperatura Temperatura 4°C Temperatura

Rodzaj Daiefi 0 25T 40°C

formulaci Dzier 90 Dzier 90 Dzier 90
E1 6,76+0,03 6,73+0,03 6,80+0,01 6,76+0,02
E1-K 6,54 +0,03 6,65 +0,02 6,61 £0,01 6,72 +0,01
E1-L 6,66 +0,02 6,67 +0,01 6,76 +0,01 6,64 +0,02
E2 6,72 + 0,02 6,74 + 0,02 6,68 + 0,03 6,65 + 0,02
E2-K 6,43 + 0,03 6,40 + 0,02 6,38 + 0,03 6,35 + 0,02
E2-L 6,52 + 0,02 6,48 + 0,02 6,50 + 0,03 6,47 + 0,02
H 6,15 + 0,02 6,14 + 0,02 6,12 + 0,03 6,09 + 0,02
H-K 5,78 + 0,03 5,66 + 0,02 5,61+ 0,03 5,52 + 0,03
H-L 5,88 + 0,02 5,80 + 0,03 5,72 + 0,02 5,65 + 0,03
o 6,21 + 0,02 6,18 + 0,03 6,20 + 0,02 6,19 + 0,03
0-K 5,88 + 0,03 5,92 + 0,02 5,95 + 0,02 5,91+ 0,03
O-L 6,00 + 0,02 5,97 + 0,02 6,02 + 0,02 5,98 + 0,03
W  analizowanych uktadach zaobserwowano, Zze dodatek laktonow

seskwiterpenowych (-K) i (-L) prowadzit do wyraznego obnizenia wartosci pH
bezposrednio po inkorporacji, przy czym skala zmian byta zalezna od rodzaju
formulacji. W przypadku emulsji (E1 i E2) spadek pH wynosit odpowiednio okoto
0,2-0,3 jednostki, co odpowiada 3-4% wzgledem wartosci bazowych. Zaréwno
kostunolid, jak i lakton dehydrokostusowy dobrze integrowaty sie z fazg olejowag
uktadow emulsyjnych, a otrzymane formulacje zachowywaty wartosci pH
w zakresie odpowiednim dermatologicznie. Nie obserwowano gwattownych zmian
odczynu po procesie przygotowania, co wskazuje na dobrg kompatybilnos¢
chemiczng laktonow z matrycg emulsyjna.

Inny charakter zmian odczynu stwierdzono w hydrozelach, ktore wykazywaty
wyraznie wiekszg wrazliwos¢ na obecnos¢ substancji lipofilowych. Obnizenie pH
po dodaniu kostunolidu (H-K) siegato ok. 6%, a w przypadku laktonu
dehydrokostusowego (H-L) ok. 4-5% wzgledem formulacji bazowej. Zjawisko to
mozna wigzaC z ograniczong rozpuszczalnoscig laktonéw w Srodowisku
hydrofilowym, miejscowym zakwaszeniem mikrosrodowiska oraz potencjalnymi
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procesami hydrolizy pierscienia laktonowego w obecnosci wody. Wyniki te
wskazujg na niskg kompatybilnos¢ laktondw seskwiterpenowych z matrycg
hydrozelowa, co moze mieC znaczenie dla ich trwatosci w takich uktadach.

Najmniejsze zmiany pH odnotowano w przypadku oleozeli zageszczanych
krzemionkg koloidalng, w ktorych obnizenie pH po dodaniu substancji aktywnych
byto ograniczone do ok. 0,2-0,3 jednostki. Oleozele sg uktadami bezzwodnymi, co
minimalizuje mozliwos¢ zachodzenia reakcji hydrolitycznych, a takze zapewnia
stabilne warunki mikrosrodowiska dla zwigzkéw lipofilowych. Z tego wzgledu
stanowig one korzystng matryce dla substancji takich jak kostunolid i lakton
dehydrokostusowy pod wzgledem stabilnosci odczynu.

Porownanie wszystkich formulacji wykazato ponadto, ze kostunolid wywierat
silniejszy wptyw na pH niz lakton dehydrokostusowy, niezaleznie od typu ukfadu.
Moze to wynikaC z rdéznic w strukturze chemicznej, stopniu reaktywnosci
pierscienia laktonowego oraz jego podatnosci na interakcje z komponentami fazy
wodne;.

W celu poprawy stabilnosci fizykochemicznej oraz zbadania wptywu laktonéw
seskwiterpenowych na parametry odczynu formulacji, opracowano uktady,
w ktérych kostunolid oraz lakton dehydrokostusowy zostaty zainkorporowane
w postaci statych nanoczastek lipidowych (SLN) otrzymanych metodg HPH. Nosnik
lipidowy oparto na Softisanie® 601 oraz surfaktancie Tween® 80, uzyskujac
stabilne dyspersje wodne dla uktadéw emulsyjnych oraz liofilizaty wprowadzane do
oleozeli. Dla celow porownawczych przygotowano réwniez formulacje zawierajgce
puste SLN (bez substancji aktywnych), co umozliwito ocene wptywu samego
nosnika na wtasciwosci fizykochemiczne.

W badaniach stabilnosci uwzgledniono formulacje typu emulsji (E1 i E2) oraz
oleozel (O). Hydrozel (H) zostat pominiety na dalszym etapie ze wzgledu na
stwierdzong niestabilnos¢ pH i brak zgodnosci z laktonami seskwiterpenowymi
w wersjach zawierajgcych substancje w postaci wolnej. W przypadku trzech
pozostatych uktadow oceniono wartosci pH bezposrednio po inkorporacji
nanoczgstek oraz po 90 dniach przechowywania w temperaturach 4°C, 25 °C i40°C
(tabela 7.6), aby okresli¢ wptyw zaréwno pustych, jak i SLN z substancjami
aktywnymi na stabilnos¢ odczynu formulaciji.
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Tabela 7.6. Zmiany pH badanych formulacji kosmetycznych bazowych (E1, E2, O, H) oraz
z dodatkiem nanoczastek lipidowych enkapsulowanych laktonami seskwiterpenowymi (-NK) i (-NL)
przechowywanych w réznych warunkach temperaturowych przez 90 dni

Temperatura Temperatura 4°C Temperatura
Rodzaj Dzieri 0 25°C 40°C

formulaciji Dzier 90 Dzien 90 Dzien 90
E1-SLN 6,64 + 0,03 6,62 + 0,02 6,65 + 0,02 6,60 £ 0,03
E1-NK 6,50 + 0,02 6,51 + 0,02 6,53 + 0,02 6,49 £ 0,03
E1-NL 6,57 + 0,02 6,58 + 0,01 6,60 + 0,02 6,56 + 0,02
E2-SLN 6,60 + 0,02 6,58 + 0,03 6,59 + 0,02 6,55 + 0,03
E2-NK 6,46 + 0,02 6,45 £ 0,03 6,44 + 0,02 6,42 + 0,02
E2-NL 6,50 + 0,02 6,49 + 0,02 6,51 + 0,02 6,48 + 0,02
H-SLN 6,17 + 0,02 6,16 0,02 6,18 £ 0,02 6,16 0,02
H-NK 5,99 + 0,03 5,98 + 0,02 6,00 £ 0,03 5,97 + 0,02
H-NL 6,03 = 0,02 6,02 + 0,02 6,04 + 0,02 6,01 £ 0,02
O-SLN(L) 6,64 + 0,03 6,62 + 0,02 6,65 + 0,02 6,60 + 0,03
O-NK(L) 6,50 + 0,02 6,51 + 0,02 6,53 + 0,02 6,49 + 0,03
O-NL(L) 6,57 + 0,02 6,58 + 0,01 6,60 + 0,02 6,56 + 0,02

(L) oznacza uzycie nanoczastek lipidowych w formie liofilizowane;j

Wprowadzenie pustych oraz aktywnych SLN do formulacji wptyneto na wartosci pH
uktadow, jednak w znacznie mniejszym stopniu niz w przypadku bezposredniej
inkorporacji substancji w postaci wolnej. We wszystkich badanych systemach
zmiany odczynu byty niewielkie i miescity sie w zakresie dermatologicznie
akceptowalnym (4,5-6,8). Co istotne, dodatek pustych SLN powodowat
umiarkowane obnizenie pH w poréwnaniu z formulacjami bazowymi, sSrednio o0 0,1-
0,2 jednostki, co mozna wigzac z lekko kwasnym charakterem srodowiska dyspersji
SLN (Tween® 80, Softisan® 601). Zmiany te byty stabilne w czasie przechowywania
i nie wykazywaty tendencji do dalszego obnizania odczynu.

Po wprowadzeniu SLN zawierajgcych kostunolid lub lakton dehydrokostusowy
obserwowano dodatkowe niewielkie obnizenie pH, zazwyczaj o 0,05-0,15 jednostki
wzgledem uktaddw z pustymi czgstkami. Skala tych zmian byta wyraznie mniejsza
niz w przypadku substancji wolnych, co sugeruje, ze matryca lipidowa SLN
czesciowo ogranicza kontakt laktonow z wodnym srodowiskiem formulacji i dziata
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stabilizujgco na ich wtasciwosci chemiczne. Réznice miedzy kostunolidem
a laktonem dehydrokostusowym utrzymywaty sie — kostunolid powodowat nieco
silniejsze zakwaszenie srodowiska, co jest zgodne z obserwacjami dla uktadow
zawierajgcych substancje wolna.

W emulsjach (formulacje 1 i 2) zmiany pH po dodaniu pustych SLN byty
umiarkowane i stabilne przez caty okres przechowywania, natomiast dodatek
aktywnych nanoczastek skutkowat dodatkowymi spadkami rzedu 0,1-0,2 jednostki.
Nie zaobserwowano gwattownych zmian w czasie — réznice po 90 dniach nie
przekraczaty 0,05 jednostki w zadnym z warunkow temperaturowych, co swiadczy
o dobrej stabilnosci emulsji zawierajgcych SLN oraz o efektywnej ochronie
substancji aktywnych w matrycy lipidowej. Niewielkie réznice pomiedzy
formulacjami 1 i 2 mogg wynika¢ z odmiennego sposobu przygotowania (na zimno
Vs na ciepto), co moze wptywac na strukture fazy wodnej i interakcje miedzyfazowe.

W oleozelu (formulacja 4) wprowadzenie pustych liofilizatéw SLN praktycznie nie
wptyneto na pH, co jest zgodne z charakterem uktadu bezzwodnego. Dodatek
aktywnych SLN powodowat jedynie minimalne obnizenie wartosci pH (0,15-0,2
jednostki) bez dalszych istotnych zmian w czasie przechowywania. Oleozele
stanowity najstabilniejsze sSrodowisko sposréd badanych — niezaleznie od rodzaju
SLN i temperatury, odczyn pozostawat praktycznie niezmieniony.

Podsumowujgc, wyniki wskazujg, ze zastosowanie SLN jako nosnika dla laktonéw
seskwiterpenowych skutecznie ogranicza negatywny wptyw tych substancji na pH
formulacji, jednoczesnie nie powodujgc istotnej destabilizacji uktadow. Najwieksze
roznice wzgledem baz odnotowano po dodaniu kostunolidu, natomiast lakton
dehydrokostusowy wptywat stabiej. Emulsje wykazywaty bardzo dobrg stabilnosc,
a oleozele byty praktycznie niewrazliwe na obecnos¢ zardwno pustych, jak
i aktywnych SLN, co potwierdza ich potencjat jako matryc dla substanc;ji
lipofilowych.

Badanie lepkosci otrzymanych formulacji kosmetycznych

Wiasciwosci reologiczne preparatéw kosmetycznych stanowig jeden z kluczowych
parametréow charakteryzujgcych zarowno ich stabilnos¢ fizyczna, jak i percepcije
sensoryczng podczas aplikacji. Lepkos¢ oraz inne parametry reologiczne
determinujg m.in. rozprowadzalno$¢ produktu, jego odczuwalng konsystencje,
szybkos¢ uwalniania substancji czynnych oraz odpornoS¢ na procesy
destabilizacyjne, takie jak koalescencja, flokulacja czy kremowanie [165]. Analiza
zmian lepkosci w czasie przechowywania stanowi standardowy element oceny
jakosci i trwatosci uktadow dyspersyjnych, a zmiany tego parametru mogag
wskazywac na zachodzace w matrycy procesy restrukturyzacyjne [166]

W szczegolnosci emulsje kosmetyczne, ze wzgledu na swojg dwufazowg strukture,
sg bardzo wrazliwe na czynniki zewnetrzne oraz obecnosc¢ zwigzkow aktywnych,
ktére mogg wptywac na ich organizacje przestrzenng oraz wtasciwosci reologiczne
[167]

W niniejszych badaniach oceniono stabilnoS¢ reologiczng czterech typdw
formulacji: emulsji typu O/W otrzymanej metoda na zimno (E1), emulsji typu O/W
wytwarzanej metoda na ciepto (E2), oleozelu (O) oraz hydrozelu (H). Szczegdlng
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uwage zwrécono na wptyw wybranych laktonow seskwiterpenowych na
wiasciwosci uktadéw w réznych warunkach przechowywania. Badania prowadzono
bezposrednio po przygotowaniu formulacji (dzien 0) oraz po 90 dniach
przechowywania w temperaturze 4 °C, 25 °C i 40 °C.

Emulsja 1 (E1) zostata przygotowana metodg na zimno, tego typu emulsje
charakteryzujg sie zwykle wysoka lepkoscig poczatkowag oraz dobrg stabilnoscig
reologiczng [168]. Poczatkowa lepkos$¢ emulsji bazowej wynosita okoto 1x10°
mPa:-s (rys. 7.9), co jest wartoscig typowg dla uktadow emulsyjnych zawierajgcych
sieci strukturalne stabilizowane polimerami lub zagestnikami [78]. Dodatek
kostunolidu (E1-K) oraz laktonu dehydrokostusowego (E1-L) spowodowat
zauwazalne obnizenie lepkosci poczatkowej o okoto 15% i 25% w porownaniu do
emulsji bazowej. Efekt ten moze wynikac¢ z oddziatywania tych zwigzkéw z matrycag
emulsyjng, w szczegolnosci z siecig tworzong przez emulgator i faze olejowa.
Substancje aktywne o charakterze lipofilowym mogag lokalizowac sie na granicy faz,
zmieniajgc organizacje micelarng i wptywajgc na wiasciwosci lepkosprezyste
ukfadu [169].

Po 90 dniach przechowywania zaobserwowano umiarkowany spadek lepkosci we
wszystkich probach, przy czym najwieksze zmiany wystgpity w temperaturze 40°C.
W przypadku emulsji bazowej spadek wyniost ok. 10%, natomiast w uktadach
zawierajgcych kostunolid i lakton dehydrokostusowy wartosci te byty odpowiednio
wyzsze (12-15% i ok. 20%). Mniejsze roznice obserwowano dla temperatury
chtodniczej (4°C), co jest zgodne z literaturg wskazujgcg na stabilizujgcy wptyw
nizszych temperatur, ograniczajgcych mobilnos¢ czasteczek i spowalniajgcych
procesy koalescencji [170].
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Rys. 7.9. Zmiany lepkosci emulsji 1 z dodatkiem laktonéw seskwiterpenowych przechowywanych
w réznych warunkach temperaturowych przez 90 dni

Zmiany lepkosci potwierdzaja, ze obecnosc¢ laktonow seskwiterpenowych wptywa
nie tylko na poczatkowg strukture emulsji, ale takze na jej dtugoterminowg
stabilnosc¢ reologiczna.
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Emulsja 2 (E2) zostata przygotowana metodg na ciepto, tego typu emulsje wykazujg
zwykle nizsze wartosci lepkosci poczgtkowej niz emulsje przygotowane metoda na
zimno, jednak sg stabilizowane przez sieci krystaliczne powstate podczas
chtodzenia fazy olejowej [171]. Poczgtkowa lepkos¢ emulsji bazowej wynosita 37
300 mPa:-s (rys. 7.10), co miesci sie w typowym zakresie dla kosmetycznych emuls;ji
typu O/W zawierajgcych ttuszcze roslinne i alkohole ttuszczowe [172]. W trakcie
przechowywania zaobserwowano stopniowy spadek lepkosci — po 90 dniach
wartosci te zmniejszyly sie odpowiednio o 16,23% w temperaturze 25°C, 19%
w 4 °C oraz 23% w 40 °C. Trend ten jest zgodny z obserwacjami literaturowymi,
ktére wskazuja, ze w emulsjach zawierajgcych krystaliczne emolienty i ttuszcze
roslinne struktura uktadu ulega z czasem czesciowej reorganizacji, prowadzgc do
obnizenia lepkosci [173].

Po dodatku laktonow seskwiterpenowych dalszy spadek lepkosci wzgledem
emulsji bazowej — podczas rozpoczecia badania lepkos¢ emulsji 2 z dodatkiem
kostunolidu (E2-K) byta nizsza o ok. 13, a emulsji 2 z dodatkiem laktonu
dehydrokostusowego (E2-L) o ok. 20-25%. Efekt utrzymywat sie po 90 dniach
i nasilat przy 40 °C.
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Rys. 7.10. Zmiany lepkosci emulsji 2 z dodatkiem laktonéw seskwiterpenowych przechowywanych
w réznych warunkach temperaturowych przez 90 dni

W przypadku oleozeli (O), lepkosC jest determinowana gtownie przez stopien
usieciowania struktury przestrzennej tworzonej przez czastki krzemionki w medium
olejowym [174].

Poczatkowa lepkos¢ bazowego oleozelu miescita sie w zakresie typowym dla
uktadow kosmetycznych tego typu i wynosita okoto 42 000 mPa-s. (rys. 7.11).
W literaturze podkresla sie, ze stabilnosc reologiczna oleozeli zalezy zaréwno od
rodzaju zastosowanego oleju, jak i zawartosci oraz morfologii krzemionki
koloidalnej [175]

Po 90 dniach przechowywania zaobserwowano niewielkie spadki lepkosci
w formulacji bazowej, nieprzekraczajgce 10% w zadnym z badanych warunkéw
temperaturowych, co wskazuje na stosunkowo dobrg stabilnosc sieci oleozelowe;.
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Wprowadzenie kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego do struktury oleozelu
spowodowato jednak wyrazne obnizenie wartosci lepkosci poczatkowej,
odpowiednio o okoto 14% (O-K) i 22% (O-L) w stosunku do ukfadu bazowego.
Wyniki te sugerujg, ze obecnos¢ laktondw moze zaburzaC strukture sieci
krzemionkowej, prawdopodobnie poprzez czesciowg adsorpcje na powierzchni
czgstek krzemionki, co zmienia charakter oddziatywan miedzy nimi i prowadzi do
ostabienia wigzan strukturalnych [176]. Po okresie przechowywania najwieksze
zmiany odnotowano dla probek przechowywanych w podwyzszonej temperaturze
(40 °C), gdzie spadki lepkosci siegaty 20-25%. W warunkach chtodniczych zmiany
byty znacznie mniejsze (8-12%), co sugeruje, ze sieC oleozelowa jest wrazliwa
gtéwnie na czynniki termiczne, a nie na dlugotrwate przechowywanie. Trendy te sg
zgodne z obserwacjami literaturowymi dla uktadéw oleozelowych zawierajgcych
substancije lipofilowe [177].
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Rys. 7.11. Zmiany lepkosci oleozeli z dodatkiem laktonow seskwiterpenowych przechowywanych
w réznych warunkach temperaturowych przez 90 dni.

W odréznieniu od emulsji i oleozeli, hydrozele (H) wykazaty najmniejsza stabilnos¢
sposrod badanych uktadow. Formulacja bazowa poczagtkowo charakteryzowata sie
bardzo wysoka lepkoscia okoto 21 000 mPa-s (rys. 7.12), co jest zgodne
z charakterystykg roztwordw/zeli ksantanowych w tym zakresie stezen i z ich
dobrze opisana, silnie scinaniowo-rozrzedzajgca reologig [178].
Po trzymiesiecznym przechowywaniu lepkos¢ hydrozelu bazowego obnizyta sie
umiarkowanie (ok. 4-15% w zaleznosci od temperatury), co mozna wigza¢ z
powolng relaksacjg sieci polisacharydowej oraz wptywem temperatury na
konformacje i lepkos¢ gumy ksantanowej [179]. Znacznie wigeksze zmiany
zaobserwowano natomiast w hydrozelach z laktonami seskwiterpenowymi: po 90
dniach w 40°C spadki lepkosci siegaty odpowiednio 54% (kostunolid) i 66%, czemu
towarzyszyta makroskopowa destabilizacja (precypitacja i zo6ttawe aglomeraty
widoczne na rys. 7.13). Wskazuje to na niskg kompatybilnosS¢ zwigzkow silnie
lipofilowych z hydrozelowg matrycg wodna.
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Literatura podkresla, ze hydrofobowe leki w hydrozelach wodnych maja tendencje
do wytrgcania sie i zaburzania ciggtosci sieci (o ile nie zastosuje sie strategii
solubilizacji, np. cyklodekstryn) [177]. W warunkach chtodniczych zmiany byty
mniejsze, ale nadal zauwazalne zaleznie od laktonu — co potwierdza wrazliwosc
uktadu na czynniki termiczne i powolne przemiany strukturalne [175].
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Rys. 7.12. Zmiany lepkosci hydrozeli z dodatkiem laktonow seskwiterpenowych przechowywanych
w roznych warunkach temperaturowych przez 90 dni

Rys. 7.13. Wyglad hydrozelu z dodatkiem kostunolidu bezposrednio po preparatyce oraz
przechowywanego w temperaturze 40°C przez 90 dni

Podsumowujgc, zaréwno w przypadku oleozeli, jak i hydrozeli, wyniki
jednoznacznie  wskazuja, ze  wprowadzenie kostunolidu i laktonu
dehydrokostusowego prowadzi do obnizenia lepkosci poczatkowej oraz
przyspieszenia degradacji struktury w czasie przechowywania, szczegodlnie
w warunkach  podwyzszonej temperatury. Zjawiska te nalezy wigzac
z wtasciwosciami fizykochemicznymi badanych laktonéw, ktore jako zwigzki
lipofilowe moga zaburzaC¢ sieci strukturalne zarbwno w  uktadach
polisacharydowych, jak i w strukturach krzemionkowych. Emulsje typu O/W
zachowaty dobrg stabilnos¢, natomiast wprowadzenie kostunolidu laktonu
dehydrokostusowego powodowato umiarkowane obnizenie lepkosci poczagtkowej
oraz nieznaczne ostabienie struktury w czasie przechowywania. W oleozelach
laktony prowadzity do czesciowego rozluznienia sieci krzemionkowej,
aw hydrozelach ksantanowych do znacznego spadku lepkosci i utraty
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jednorodnosci. Wyniki potwierdzajg, ze wptyw laktondw seskwiterpenowych na
stabilnos¢ reologiczng jest zalezny od typu uktadu, a najwiekszg trwatos¢ wykazujg
emulsje.

Badanie rozktadu wielkosci czgstek otrzymanych formulacji kosmetycznych
(technika dyfrakciji laserowej)

Rozktad wielkosci czgstek (PSD) stanowit kluczowy parametr oceny jednorodnosci
i stabilnosci fizykochemicznej otrzymanych formulacji kosmetycznych. Pomiary
wykonano technikg dyfrakcji laserowej w trybie objetosciowym, analizujgc zmiany
rozktadu oraz parametru d(0,9) po 90 dniach przechowywania w temperaturach 4
°C, 25 °C i 40 °C. Wyniki zestawiono w tabeli 7.7.

Tabela 7.7. Uzyskane wartosci parametru d(0,9) dla otrzymanych formulacji kosmetycznych

Temperatura Temperatura 4°C Temperatura
Rodzaj Dzieri 0 25°C 40°C
formulaci Dziei 90 Dzieri 90 Dziei 90

E1 5,867 + 0,188 6,723 + 0,235 8,923 + 0,422 12,363 + 0,781
E1-K 6,975 + 0,212 8,103 + 0,276 11,263 = 0,560 15,642 + 1,057
E1-L 7,800 = 0,256 10,962 + 0,424 15,431 + 0,886 20,865 + 1,430
E2 6,784 £ 0,214 8,537 + 0,382 11,236 + 0,673 6,784 + 0,214
E2-K 7,109 + 0,231 9,048 + 0,406 12,371 £ 0,721 7,109 £ 0,231
E2-L 8,318 £ 0,278 10,923 + 0,547 14,847 + 0,987 8,318 £ 0,278

H 305,842 + 0,912 345913+ 1,210 382,467 £ 1,752 446,128 + 2,486
H-K 328,719+ 1,024 375,284 + 1,432 415,906 + 1,985 482,773 + 2,731
H-L 335,206 + 1,087 392,458 £ 1,571 440,993 £ 2,176 508,614 + 2,964

o 85,237 £ 0,412 90,118 £ 0,505 114,672 £ 1,238 134,905 £ 1,764
O-K 95,084 + 0,538 110,356 £ 0,742 125,741 £ 1,389 145,982 + 2,041
O-L 100,193 + 0,611 130,447 £ 1,105 145,628 £ 1,672 165,319 + 2,315
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Uzyskane dane wskazujg na systematyczny wzrost wartosci d(0,9) wraz z czasem
i temperaturg, co odzwierciedla narastanie frakcji czgstek o wiekszych srednicach
— zjawisko typowe dla procesow koalescencji lub agregacji. Najwieksze zmiany
rozmiaru czgstek obserwowano w emulsjach, zwtaszcza w uktadach zawierajgcych
lakton dehydrokostusowy (E1-L), gdzie wartos¢ d(0,9) wzrosta ponad dwukrotnie
po 90 dniach w 40 °C (z 7,8 ym do 20,9 uym, tj. +168%). Dla probki z kostunolidem
(E1-K) wzrost byt umiarkowany (+124%), a dla emulsji bazowej E1 nieco nizszy
(+111%). Oleozele charakteryzowaty sie umiarkowanymi zmianami (przyrosty +54—
65%), natomiast hydrozele wykazywaty najwyzsza stabilnos¢ — wzrost d(0,9) o 46—
52% po 90 dniach w 40 °C. Dane te wskazujg, ze zwiekszenie temperatury
przechowywania prowadzi do rozszerzenia rozktadu wielkosci czgstek we
wszystkich typach uktadow, przy czym stopien tego efektu jest zalezny od rodzaju
formulacji i obecnosci substanc;ji aktywne;j.

Analiza ksztattu krzywych PSD (rys. 7.14-7.16) potwierdza uzyskane wyniki.
Dla wszystkich uktadéw bazowych obserwowano rozktady o charakterze mono- lub
bimodalnym, z dominujgca frakcjg w zakresie 5-7 ym (dla emulsji), 80—100 ym (dla
oleozeli) i 300-350 ym (dla hydrozeli). Wprowadzenie substancji aktywnych
wptywato na niewielkie poszerzenie krzywych, szczegdlnie w obszarze wiekszych
srednic, co manifestowato sie wyrazniejszym ,,prawym ogonem” rozktadu. Efekt ten
byt bardziej widoczny dla laktonu dehydrokostusowego niz dla kostunolidu, co
sugeruje jego silniejsze oddziatywanie z faza rozproszong i potencjalne obnizenie
stabilnosci fizycznej emuls;ji.

Nie stwierdzono jednak powstawania nowych, odrebnych pikdw w zakresie duzych
srednic, co oznacza brak wyraznych procesow flokulacji lub separaciji fazy olejowej.
Zmiany miaty charakter ilosciowy (poszerzenie i przesuniecie maksimum), a nie
jakosciowy, co potwierdza zachowanie ogolnej spojnosci strukturalnej formulacji w
czasie przechowywania.
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Rys. 7.14. Poréwnanie rozktadu wielkosci czgstek emulsji E1 po 90 dniach przechowywania w 25°C
(E1-90) oraz z dodatkiem kostunolidu (E1-K) i laktonu dehydrokostusowego (E1-L)
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Rys. 7.15. Porownanie rozktadu wielkosci czastek formulacji oleozeli po 90 dniach przechowywania
w 40°C (0-90) oraz z dodatkiem kostunolidu (O-K) i laktonu dehydrokostusowego (O-L)
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Rys. 7.16. Porownanie rozktadu wielkosci czgstek hydrozeli po 90 dniach przechowywania w 4°C
(H-90) oraz z dodatkiem kostunolidu (H-K) i laktonu dehydrokostusowego (H-L)

W ujeciu typologicznym mozna stwierdzi¢, ze hydrozele wykazywaty najwiekszg
podatnos¢ na wzrost rozmiaru czastek, emulsje — stabilnoS¢ posrednia, a oleozele
— najwyzszg odpornos¢ dyspersyjng. Obecnos¢ kostunolidu powodowata
umiarkowane zwiekszenie srednicy czgstek, natomiast lakton dehydrokostusowy
nasilat proces agregacji, szczegodlnie w uktadach emulsyjnych, co potwierdzajg
zaréwno wartosci d(0,9), jak i ksztatt krzywych PSD.

Podsumowujgc, technika dyfrakcji laserowej pozwolita na jednoznaczne okreslenie
wptywu rodzaju formulaciji, substancji aktywnej oraz warunkéw przechowywania na
stabilnos¢ fizyczng badanych preparatow. Wyniki wskazuja, ze wszystkie
formulacje utrzymaty wzgledng stabilnos¢ dyspersyjng, jednak dtugotrwate
przechowywanie w podwyzszonej temperaturze sprzyjato poszerzeniu rozktadu
czagstek, szczegolnie w przypadku emulsji zawierajacych lakton dehydrokostusowy.
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Badanie stabilnosci otrzymanych formulacji kosmetycznych (test wirdwkowy)

W ramach przeprowadzonych badan stabilnosciowych test wirowkowy penit
funkcje etapu wstepnego, majgcego na celu weryfikacje przydatnosci badanych
formulacji kosmetycznych do dalszych analiz. W badaniu tym oceniano
wystepowanie ewentualnych oznak destabilizacji uktadow. Podczas 90-dniowe;j
obserwacji wszystkich probek nie stwierdzono zadnych istotnych zmian
reologicznych, niezaleznie od warunkow temperaturowych przechowywania, poza
formulacji hydrozelowg z dodatkiem laktonow dehydrokostusowych (rys. 7.13).

Po inkorporacji substancji aktywnych w postaci laktondw seskwiterpenowych
zaobserwowano wyrazne pogorszenie stabilnosci fizycznej preparatow podczas
przechowywania. Poczatkowo uzyskane uktady miaty jednorodng strukture, jednak
po Kilku miesigcach przechowywania stwierdzono wyrazne rozwarstwienie oraz
obecnos¢ licznych zottawych aglomeratéw. Zjawisko to swiadczy o niskiej
kompatybilnosci laktonow z hydrozelowg matryca, prawdopodobnie zwigzanej
z ograniczong rozpuszczalnoscig substancji aktywnych oraz ich migracjg
i agregacjg w sieci polisacharydowej. Ze wzgledu na obserwowang niestabilnosc
fizyczng, formulacje hydrozelowe zostaty wykluczone z dalszych badan stabilnosci.

Badanie stabilnosci chemicznej wybranych laktonow seskwiterpenowych
w otrzymanych formulacjach kosmetycznych za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej

Badanie stabilnosci chemicznej substancji czynnych stanowi zasadniczy element
oceny jakosci i przydatnosci technologicznej formulacji kosmetycznych.
W przypadku laktondw seskwiterpenowych, podatnych na procesy hydrolizy,
utleniania oraz na oddziatywania z komponentami matrycy, konieczne jest
iloSciowe monitorowanie zmian zawartosci w czasie i w roznych warunkach
przechowywania. W niniejszej pracy zastosowano wysokosprawng chromatografie
cieczowg (HPLC) do oznaczania laktonow po ich ekstrakcji z uktadéw o odmiennej
strukturze (emulsje O/W wytwarzane ,nha zimno” i ,na ciepto” oraz oleozele).
Badanie obejmowat préby dtugoterminowe (25°C) oraz przyspieszone (4°C, 40°C)
w horyzoncie 90 dni, a wyniki przedstawiono jako procentowy ubytek substancji
wzgledem stanu poczatkowego (rys. 7.17). Kryteria akceptacji stabilnosci
zdefiniowano przed rozpoczeciem badan, z uwzglednieniem specyfiki matrycy
i charakteru badanych zwigzkow, co umozliwia poréwnawczg ocene wptywu
rodzaju nosnika i ewentualnej enkapsulacji na zachowanie laktonéw w warunkach
eksploatacyjnych.
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Rys. 7.17. Ubytek laktonu dehydrokostusowego po 90 dniach przechowywania w 4°C, 25°C i 40°C
w formulacjach E1, E2 i O, w postaci wolnej (L) oraz enkapsulowanej w SLN (NL).
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W emulsji 2 tempo ubytku kostunolidu byto najwyzsze i silnie zalezne od
temperatury (rys 7.17). Po 90 dniach po przechowywaniu w temperaturze 40°C
zawartos¢ spadfa do poziomu odpowiadajgcego 27,50% ubytku, podczas gdy
w 25°C byto to 13,49%. Enkapsulacja w SLN wyraznie tagodzita te zmiany (E1-NK:
21,69% w 40°C i 6,14% w 25°C), ale nie eliminowata wrazliwosci uktadu. Emulsja 2
okazata sie stabilniejsza — straty byly umiarkowane i dodatkowo ograniczane przez
SLN (z 11,37% do 4,87% w 25°C; z 16,74% do 9,84% w 40°C). Najlepszy profil
ochronny uzyskat oleozel, w ktorym ubytek pozostawat niski w catym zakresie
temperatur, a szczegolnie przy 40°C (5,14% dla formy wolnej i 3,45% po
enkapsulacji). W niskiej temperaturze (4°C) wszystkie uktady, poza E1, utrzymywaty
ubytek na poziomie kilku procent.

Dla laktonu roznice miedzy matrycami byty jeszcze wyrazniejsze. Podczas
przechowywania emulsji 1 (E1) ubytek laktonu byt najwiekszy (nawet do 39,36%
w 40°C), cho¢ enkapsulacja ograniczata ten spadek (E1-NL — 31,92%). W emulsji
2 spadki wartosci byly nizsze i zblizone miedzy wariantami, przy czym SLN dawaty
statg, umiarkowang poprawe (np. o okoto 3% w 25°C). Oleozel zapewniat najwyzszg
ochrone w warunkach tagodnych (w 25°C: 3,55% dla formy wolnej), natomiast
stosowanie wysokiej temperature podczas przechowywania 40°C wskazato dos¢
wyrazng korzysc¢ z enkapsulacji (14,44% — 9,15% w 40°C). W 4°C oba warianty
oleozelu utrzymywaty ubytek na bardzo niskim poziomie (do 2,12% po
enkapsulaciji).

Zmiany stezenia rosng wraz z temperaturg i sg silnie zalezne od architektury
nosnika: oleozel jest najbezpieczniejszym srodowiskiem, emulsja ,na ciepto”
przewyzsza stabilnoscig wariant ,,na zimno”, a enkapsulacja w SLN konsekwentnie
poprawia retencje obu laktonobw — szczegdlnie w warunkach podwyzszonej
temperatury.
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Badanie efektywnosci uwalniania laktonow seskwiterpenowych z otrzymanych
formulacji kosmetycznych

W ramach przeprowadzonych badan dokonano analizy profili uwalniania
kostunolidu z réznych uktadéw nosnikowych, uwzgledniajgc zarowno emulsje
bazowe, zawierajgce substancje aktywne w formie klasyczne, jak substancje
aktywne inkorporowane w nanoczgstkach lipidowcyh. Uzyskane wyniki wykazaty
wyrazne roznice w przebiegu krzywych uwalniania w zaleznosci od zastosowanego
podtoza, co potwierdza istotny wptyw zarowno rodzaju formulacji, jak i obecnosci
nosnikow na szybkos¢ oraz catkowity stopien uwalniania substanciji czynne;.

W celu analizy ilosciowej byto sporzgdzenie krzywych kalibracyjnych dla roztworow
kostunolidu oraz laktonu dehydrokostusowego w mieszaninie buforu fosforanowym
o pH 5,8 i etanolu (zmieszane w stosunku objetosciowym 65:35) wykonanych na
podstawie analizy chromatograficznej przygotowanych w odpowiednim zakresie
stezen roztworow wzorcowych (rys. 7.18).

@ Kostunolid Lakton dehydrokostusowy
30

25 y =0,4011x + 0,1212

20

10

Srednia powierzchnia piku [mAU: min]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Rys. 7.18. Krzywe kalibracyjne dla badanych laktonéw seskwiterpenowych rozpuszczonych
w mieszaninie buforu fosforanowego i etanolu (65:35)

Analizie poddano wptyw podtoza formulacji kosmetycznej na uwalnianie
kostunolidu (rys. 7.19) i lakton dehydrokostusowy (rys. 7.20) oraz poréwnano
uwalnianie substancji aktywnych zainkorporowanych do nanoczgstek lipidowych
i w formie klasyczne;.
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Rys. 7.19. Profile uwalniania kostunolidu (K) z badanych formulacji kosmetycznych

W przypadku emulsji E1-K (rys. 7.19) zaobserwowano najwyzszy poziom
uwolnienia kostunolidu sposrod wszystkich badanych uktadéw. Juz po 5 minutach
od rozpoczecia eksperymentu wykryto niewielkie ilosci substancji w medium,
natomiast po uptywie 12 godzin ilos¢ uwolnionego zwigzku wyniosta 41,90%, przy
srednim wzroscie uwalniania wynoszacym 3,35% na godzine. W kolejnych 12
godzinach proces postepowat wolniej — uwolnito sie dodatkowe 21,66% substancji,
co odpowiadato sredniemu przyrostowi okoto 1,80% na godzine. Po 24 godzinach
tempo uwalniania ulegto dalszemu spowolnieniu i w koncowym etapie
eksperymentu, tj. po 30 godzinach, uzyskano catkowity stopien uwolnienia
wynoszacy 69,43%. Krzywa uwalniania dla tego uktadu charakteryzowata sie
typowym przebiegiem dwufazowym: fazg poczgtkowego, intensywnego uwalniania
w pierwszych godzinach eksperymentu oraz fazg stopniowego spowolnienia
w kolejnych etapach, co wskazuje na szybkie uwalnianie substancji
powierzchniowej, a nastepnie dyfuzje z gtebszych warstw matrycy.

Analogiczny, cho¢ nieco wolniejszy przebieg zaobserwowano w przypadku emulsji
E2-K, w ktdrej kostunolid zostat wprowadzony bezposrednio do podtoza bez udziatu
nanoczgstek lipidowych. Po 5 minutach od rozpoczecia badania stwierdzono
niewielkie ilosci uwolnionej substancji, natomiast po 12 godzinach ilos¢
uwolnionego zwigzku wyniosta 41,90%, przy srednim przyroscie 3,35% na godzine.
W drugiej dobie eksperymentu tempo uwalniania ulegto wyraznemu spowolnieniu,
osiggajgc srednio 1,80% na godzine i catkowity stopien uwolnienia rowny 69,43%
po 30 godzinach. Profil uwalniania w tym przypadku rowniez miat charakter
dwufazowy, jednak nieco nizszy poziom uwolnienia w poréwnaniu z E2-K moze
wynika¢ z roznic w sktadzie bazowym emulsji, co wptywa na dyspersje substancji
w podtozu i jej rozpuszczalnos¢ w fazie ciggte;.

W przypadku probki O-K uwalnianie kostunolidu przebiegato w sposob bardziej
rozciggniety w czasie. Po 12 godzinach ilo§¢ uwolnionej substanciji wyniosta okoto
41%, natomiast w kolejnych 12 godzinach przyrost byt znacznie mniejszy, co
przetozyto sie na koncowy stopien uwolnienia wynoszgcy 60,7% po 30 godzinach.
Krzywa charakteryzowata sie wyraznym etapem poczatkowego, umiarkowanego
uwalniania, a nastepnie stopniowym spowolnieniem w kolejnych fazach
eksperymentu. Mozna przypuszcza¢, ze obecnos¢ okreslonych sktadnikow
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w podtozu oleozelu O-K mogta wptywac na ograniczenie dyfuzji substancji aktywne;j
z uktadu, co skutkowato nizszym catkowitym stopniem uwolnienia w poréwnaniu
z E1-Ki E2-K.

Odmienny przebieg uzyskano w przypadku uktadéw zawierajgcych nanoczastki
lipidowe (E1-NK oraz E2-NK), co potwierdza role tego typu nosnikow
w modulowaniu procesu uwalniania substancji aktywnych. W przypadku probki E2-
NK po 5 minutach uwolnity sie jedynie sladowe ilosci kostunolidu, a po 12
godzinach ilos¢ uwolnionej substancji wyniosta 21,71%, przy Srednim wzroscie
1,64 + 0,37% na godzine. W kolejnych 12 godzinach tempo uwalniania ulegto
dalszemu zmniejszeniu do 0,71% na godzine, co przetozyto sie na catkowity stopien
uwolnienia wynoszacy 33,05% po 30 godzinach. W przypadku probki E1-NK
uzyskano bardzo zblizony profil — konncowa ilos¢ uwolnionej substancji po 30
godzinach wyniosta 31,5%. Krzywe uwalniania dla obu uktadow lipidowych miaty
charakter bardziej liniowy, bez wyraznej fazy gwattownego uwalniania
poczatkowego, co wskazuje na mechanizm kontrolowanego uwalniania kostunolidu
z wnetrza matrycy nanoczgstek lipidowych. Spowolnienie procesu moze wynikac
z ograniczonej dyfuzji substanciji przez faze lipidowa, jak rowniez z jej stabilnego
»Zamkniecia” wewnatrz nanostruktur.

Najnizszy poziom uwalniania stwierdzono w przypadku probki O-NK, w ktérej brak
byto zarowno skfadnikow promujgcych przenikanie, jak i nosnikéw modyfikujgcych
uwalnianie. Przez caty czas trwania eksperymentu ilos¢ uwalnianego kostunolidu
pozostawata niska, a koncowa wartos¢ po 30 godzinach wyniosta 24,6%. Przebieg
krzywej wskazuje na powolny, ograniczony transport substancji z uktadu do
medium, co mozna przypisac zarowno niskiej rozpuszczalnosci substancji w fazie
bazowej, jak i braku jakichkolwiek mechanizmow wspomagajgcych dyfuzje.

Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzajg, ze rodzaj zastosowanego ukfadu
nosnikowego istotnie wptywa na przebieg procesu uwalniania kostunolidu. Emulsje
bazowe charakteryzujg sie szybkim uwalnianiem poczatkowym i osiggajg wysokie
wartosci korncowe, natomiast zastosowanie nanoczastek lipidowych prowadzi do
wyraznego spowolnienia i ujednolicenia tempa uwalniania, nadajagc mu charakter
kontrolowany. Ro&znice miedzy poszczegolnymi uktadami mozna przypisac
wiasciwosciom fizykochemicznym podtozy oraz specyfice interakcji substancji
z faza lipidowg, co w istotny sposéb determinuje zarowno szybkosé, jak i catkowity
stopien uwolnienia w czasie.
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Rys. 7.20. Profile uwalniania laktonu dehydrokostusowego (L) z badanych formulaciji
kosmetycznych

W przypadku laktonu dehydrokostusowego uzyskane profile uwalniania réwniez
wykazaty wyrazne zrdéznicowanie w zaleznosci od zastosowanego uktadu
nosnikowego, jednak przebieg krzywych i wartosci korncowe roznity sie istotnie od
obserwowanych dla kostunolidu (rys. 7.20). Dla emulsji E1-L zaobserwowano
najwyzszy stopien uwolnienia sposrdd wszystkich badanych probek z tg substancjg
aktywng. Juz w poczatkowej fazie eksperymentu uwolnity sie niewielkie ilosci
laktonu dehydrokostusowego, natomiast po 12 godzinach ilos¢ uwolnionego
zwigzku osiggneta 70%, przy czym dalszy przebieg krzywej charakteryzowat sie
intensywnym wzrostem w kolejnych godzinach. Po 30 godzinach catkowity stopien
uwolnienia wyniést 91,8%, co wskazuje na bardzo wysoka dostepnos¢ tej
substancji w zastosowanej matrycy emulsji oraz brak istotnych barier dyfuzyjnych
ograniczajgcych proces. Krzywa uwalniania dla tego uktadu wykazywata typowy
ksztatt z wyrazng fazg poczatkowg o duzym nachyleniu, a nastepnie stopniowym
wyptaszczaniem w koncowej fazie eksperymentu.

W przypadku emulsji E2-L uzyskano przebieg o nieco wolniejszym tempie
uwalniania. Po 12 godzinach uwolnito sie 42,51% substancji, przy srednim
przyroscie 3,52 + 0,57% na godzine. W kolejnych 12 godzinach proces przebiegat
wolniej, osiggajgc sredni przyrost okoto 1,45% na godzine i catkowity stopien
uwolnienia rowny 70,4% po 30 godzinach. Ksztatt krzywej uwalniania byt podobny
do obserwowanego dla E1-L, jednak wartosci liczbowo byty nizsze, co moze
wynika¢ z roznic w sktadzie emulsji wptywajacych na rozpuszczalnos¢ oraz
dyspersje laktonu dehydrokostusowego w matrycy. R6znice te mogg miec réwniez
zwigzek z wiasciwosciami fizykochemicznymi podtoza, w szczegolnosci
zawartoscig fazy lipidowej i rodzajem zastosowanych emulgatorow.

Profil uwalniania laktonu dehydrokostusowego z emulsji O-L charakteryzowat sie
bardzo szybkim uwalnianiem w pierwszej fazie eksperymentu. Juz po 10 godzinach
ilos¢ uwolnionej substancji przekraczata 50%, natomiast w dalszej czesci krzywa
stopniowo sie wyptaszczata. Po 30 godzinach catkowity stopiert uwolnienia wyniost
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55,6%. Szybkie uwalnianie w pierwszym etapie mozna ttumaczy¢ korzystnym
rozmieszczeniem substancji w fazie emulsji oraz wysokg rozpuszczalnoscig
w medium receptorowym. Nizszy poziom koncowy w poréwnaniu z E1-L i E2-L
moze wynikac z ograniczen wynikajgcych z budowy podtoza lub nizszego stezenia
substancji w fazie zewnetrznej emulsji, co skutkuje szybszym uwolnieniem
poczatkowym, ale mniejszg iloscig uwolniong w koncowym etapie.

Podobnie jak w przypadku kostunolidu, zastosowanie nanoczastek lipidowych
spowodowato wyrazne spowolnienie uwalniania laktonu dehydrokostusowego.
W probce E2-NL po 12 godzinach ilos¢ uwolnionej substancji byfa istotnie nizsza
niz w emulsjach bazowych i wyniosta 21,71%. W kolejnych 12 godzinach przyrost
byt wyraznie mniejszy, a catkowity stopiern uwolnienia po 30 godzinach osiggnat
57,9%. Dla probki E1-NL przebieg byt zblizony, a koncowa iloS¢ uwolnionej
substancji wyniosta 43,6%. Krzywe uwalniania dla obu ukfadow lipidowych
charakteryzowaty sie liniowym, réwnomiernym wzrostem bez gwattownej fazy
poczatkowej, co wskazuje na mechanizm kontrolowanego uwalniania,
determinowany przez dyfuzje laktonu dehydrokostusowego przez faze lipidowa.
Mniejsze wartosci odchylenia standardowego uzyskane dla tych uktadéw
w porownaniu z emulsjami bez nosnikow sugerujg bardziej jednorodny mechanizm
uwalniania.

Najnizszy stopien uwolnienia laktonu dehydrokostusowego zaobserwowano
w prébce O-NL, w ktorej koncowa wartos¢ po 30 godzinach wyniosta 26%.
Przebieg krzywej wskazywat na powolne i rownomierne uwalnianie przez caty okres
trwania eksperymentu, bez wyraznej fazy poczatkowej, co mozna wigzac
z ograniczong dyfuzjg substancji w sSrodowisku pozbawionym zaréwno skfadnikow
promujgcych przenikanie, jak i uktadow nosnikowych modyfikujgcych uwalnianie.

Porownanie profili uwalniania kostunolidu i laktonu dehydrokostusowego wykazato
zachowanie ogolnego podobienstwa ksztattu krzywych w poszczegolnych
uktadach nosnikowych, jednak wartosci korncowe i dynamika procesu byly
wyraznie odmienne. We wszystkich badanych uktadach lakton dehydrokostusowy
charakteryzowat sie wiekszym catkowitym stopniem uwolnienia niz kostunolid.
Najbardziej wyrazna roznica obserwowana byta dla uktadow typu E1, w ktorych
koncowy stopien uwolnienia laktonu wyniést 91,8%, podczas gdy dla kostunolidu
73,8%. Podobne zaleznosci wystepowaty dla uktadow E2, gdzie wartosci koricowe
wyniosty odpowiednio 70,4% i 69,4%. Roznice te byty szczegdlnie widoczne
w uktadach z nanoczastkami lipidowymi: dla E2-NL i E1-NL uzyskano wartosci
odpowiednio 57,9% i 43,6%, podczas gdy dla kostunolidu w uktadach E2-NK i E1-
NK wartosci te wynosity odpowiednio 33,05% i 31,5%. Ogolny przebieg krzywych
pozostawat jednak zblizony — najszybsze uwalnianie obserwowano w ukfadach
bez nanoczastek lipidowych, natomiast zastosowanie SLN powodowato wyrazne
spowolnienie procesu i nadanie mu charakteru kontrolowanego.

Réznice ilosciowe w uwalnianiu obu substancji mozna przypisac ich wtasciwosciom

fizykochemicznym, w  szczegdlnosci lipofilowosci i rozpuszczalnosci
w zastosowanych matrycach. Lakton dehydrokostusowy wykazuje wieksze
powinowactwo do fazy Ilipidowej i lepszg rozpuszczalnos¢ w medium

receptorowym, co sprzyja szybszemu i petniejszemu uwalnianiu w poréwnaniu
z kostunolidem. Mozna przypuszczac, ze réznice w budowie chemicznej wptywajg
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rowniez na sposob enkapsulacji substancji w rdzeniu nanoczgstek lipidowych, co
skutkuje réznymi mechanizmami uwalniania. Pomimo tych réznic, zarowno dla
kostunolidu, jak i dla laktonu dehydrokostusowego kluczowym czynnikiem
determinujgcym przebieg procesu uwalniania okazat sie rodzaj zastosowanego
uktadu nosnikowego. Obecnos¢ nanoczastek lipidowych prowadzita do wyraznego
spowolnienia i ujednolicenia tempa uwalniania, podczas gdy emulsje bazowe
sprzyjaty szybkiemu uwalnianiu poczgtkowemu i osigganiu wyzszych wartosci
koncowych w krotszym czasie.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania uwalniania kostunolidu i laktonu
dehydrokostusowego wykazaty, ze rodzaj zastosowanego uktadu nosnikowego
istotnie wptywa na tempo i catkowity stopienn uwalniania substancji czynnych.
Emulsje bazowe charakteryzowaty sie szybkim uwalnianiem poczgtkowym
i wysokim stopniem uwolnienia po 30 godzinach, natomiast wprowadzenie
nanoczgstek lipidowych (SLN) znaczgco spowolnito proces, nadajgc mu charakter
kontrolowany. Lakton dehydrokostusowy uwalniat sie szybciej i w wiekszym stopniu
niz kostunolid, co wynika z jego wyzszej rozpuszczalnosci i wiekszego
powinowactwa do fazy lipidowej. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze nanostruktury
lipidowe s3g skutecznym narzedziem modulowania uwalniania substancji
aktywnych, umozliwiajgc uzyskanie dtuzszego i bardziej stabilnego efektu dziatania
w porownaniu z klasycznymi emulsjami.

Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzajg, ze rodzaj zastosowanego ukfadu
nosnikowego istotnie wptywa na przebieg procesu uwalniania kostunolidu. Emulsje
bazowe charakteryzujg sie szybkim uwalnianiem poczatkowym i osiggajg wysokie
wartosci korncowe, natomiast zastosowanie nanoczastek lipidowych prowadzi do
wyraznego spowolnienia i ujednolicenia tempa uwalniania, nadajagc mu charakter
kontrolowany. Ro&znice miedzy poszczegolnymi uktadami mozna przypisac
wiasciwosciom fizykochemicznym podtozy oraz specyfice interakcji substancji
z faza lipidowg, co w istotny sposéb determinuje zarowno szybkosé, jak i catkowity
stopien uwolnienia w czasie.
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7.4. Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej

Ocena aktywnosci antyoksydacyjnej stanowi istotny element charakterystyki
biologicznej zwigzkéw naturalnych, w tym laktonéw seskwiterpenowych, ktore
coraz czesciej stanowiag przedmiot badan farmakognostycznych
i farmakologicznych. Chociaz zwigzki te znane sg przede wszystkim z wiasciwosci
cytotoksycznych, przeciwzapalnych oraz immunomodulujgcych, coraz wiecej
badan wskazuje réwniez na ich potencjat antyoksydacyjny. W badaniach
biologicznych wykazano, ze niektore laktony seskwiterpenowe mogag ograniczac
stres oksydacyjny w komorkach i tkankach, co objawia sie obnizeniem poziomu
reaktywnych  form tlenu oraz zwiekszeniem aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych. Mechanizm tego dziatania jest jednak zasadniczo odmienny od
klasycznego mechanizmu neutralizacji wolnych rodnikow przez zwigzki fenolowe
— nie polega on na bezposrednim przekazaniu atoméw wodoru lub elektronow,
lecz ma charakter posredni, zwigzany m.in. z aktywacjg szlaku Nrf2/ARE, modulacjg
ekspresji gendw enzymow antyoksydacyjnych lub hamowaniem enzymow
prooksydacyjnych [72], [73].

Aby zapewni¢ wiarygodnos¢ oznaczen, najpierw zweryfikowano liniowos¢
odpowiedzi metod spektrofotometrycznych, konstruujac krzywe kalibracyjne dla
DPPH, ABTS, FRAP oraz Folina—Ciocalteu (F-C). Otrzymane rdéwnania
i wspotczynniki determinacji (R?) zestawiono w tabeli 7.8. Wysokie wartosci R? (>
0,995) dla wiekszosci metod potwierdzajg dobrg liniowos¢ i powtarzalnos¢
procedur analitycznych w zastosowanym zakresie stezen, co uzasadnia ich uzycie
do dalszej oceny aktywnosci.
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Tabela 7.8. Rownania krzywych kalibracyjnych i wspotczynniki determinacji dla testow
antyoksydacyjnych (DPPH, ABTS, FRAP)

Metoda Krzywa kalibracyjna

DPPH
Réwnanie krzywej kalibracyjnej y =-7,9914x + 0,2855
Wspotczynnik determinacji R2 = 0,9967

ABTS
Réwnanie krzywej kalibracyjnej y=-1,782x + 0,7176
Wspotczynnik determinacji R2 =0,9949

- — - ’ :' Y — [ L 3 — .
nlel & < Ralim

FRAP
Réwnanie krzywej kalibracyjnej y =1,068x + 0,1545
Wspotczynnik determinacji R2 =0,9989

F-C

Réwnanie krzywej kalibracyjnej y = 0,0059x + 0,0864

Wspotczynnik determinacji R2 = 0,9997
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Z uwagi na brak grup fenolowych i ograniczong rozpuszczalnos¢ w srodowisku
wodnym, laktony seskwiterpenowe moga wykazywaC niskg reaktywnosc¢
w standardowych testach chemicznych oceniajacych bezposrednie ,,zmiatanie”
rodnikow, dlatego dobor metod ma kluczowe znaczenie dla poréownywalnosci
danych. W niniejszej pracy aktywnosc¢ antyoksydacyjng kostunolidu (K) i laktonu
dehydrokostusowego (L) oceniono dwiema metodami opartymi na neutralizacji
rodnikow (ABTS i DPPH), raportujgc wyniki jako TEAC i odnoszac je do danych
literaturowych, co pozwolito okresli¢ specyfike reaktywnosci badanych zwigzkdow.
Dodatkowo przeanalizowano zasadnos¢ stosowania FRAP i F-C w kontekscie
struktury laktonéw (mechanizm posredni, brak fenoli), traktujac je jako metody
uzupetniajgce, a nie rownorzedne wzgledem testéw rodnikowych.

Tabela 7.9. Wyznaczone parametry absorbancji i TEAC w testach DPPH/ABTS dla kostunolidu
i laktonu dehydrokostusowego

Metoda SA Absorbancja Absorbancja Stezenie TEAC
ozna- poczatkowa (Ao) koncowa (A) réwnowazne [umol TE/g]
czenia Troloxu,

[mmol/L]
0,6209
K 0,0554 27,7
1,0331 + 0,004
DPPH
+ 0,0011 0,7913
L 0,0298 14,9
+ 0,0002
0,0706
K 0,0261 13
0,1883 + 0,0001
ABTS
+ 0,0003 0,106
L 0,0223 11,2
+ 0,0002

Uzyskane wartosci TEAC dla badanych laktonéw seskwiterpenowych potwierdzajg
ich ograniczong zdolnos¢ do bezposredniego zmiatania wolnych rodnikow
w modelowych ukfadach chemicznych. W tescie ABTS kostunolid wykazywat
umiarkowang aktywnos¢ antyoksydacyjng, osiggajac wartos¢ 27,7 pmol TE/g,
natomiast dla laktonu dehydrokostusowego uzyskano istotnie nizszg wartosc,
wynoszacg 14,9 uymol TE/g. W tescie DPPH wartosci te byly odpowiednio nizsze
i wyniosty 13,0 pymol TE/g dla kostunolidu oraz 11,2 ymol TE/g dla laktonu
dehydrokostusowego. Uzyskane wyniki sg zgodne z dostepnymi danymi
literaturowymi, wedtug ktorych kostunolid charakteryzuje sie niskg aktywnoscia
w tescie DPPH (okoto 3 % inhibicji przy stezeniu 450 uM) oraz umiarkowang w
tescie ABTS (okoto 20 % inhibicji), co odpowiada wartosciom rzedu kilkunastu do
kilkudziesieciu uymol TE/g [181].W przypadku laktonu dehydrokostusowego
literatura wskazuje na bardzo niska lub nieoznaczalng aktywnos¢ antyoksydacyjna,
co znajduje odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach, oscylujgcych w granicach
dolnego zakresu wykrywalnosci metody.
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Réznice pomiedzy wartosciami uzyskanymi w testach ABTS i DPPH wynikaja
zarébwno z wiasciwosci chemicznych badanych zwigzkow, jak i ze specyfiki
stosowanych metod analitycznych. Test ABTS, oparty na rodniku
kationorodnikowym ABTS™*, umozliwia reakcje zaréwno poprzez mechanizm
przekazania elektronu (SET), jak i mechanizm transferu atomu wodoru (HAT),
a ponadto jest bardziej czuty na zwigzki czesciowo rozpuszczalne w srodowisku
wodnym. Kostunolid, mimo braku grup fenolowych, zawiera sprzezony uktad
podwaojnych wigzan, co umozliwia czesciowg donacje elektronow i przektada sie na
wyzszg aktywnos¢ w tej metodzie. Z kolei lakton dehydrokostusowy,
charakteryzujgcy sie wiekszym stopniem nienasycenia, bardziej sztywng strukturg
pierscienia i nizszg elektronodonosnoscia, wykazuje znaczaco nizszg reaktywnosc.
Dodatkowo, ograniczona rozpuszczalnos¢ tego zwigzku w sSrodowisku reakcji moze
prowadzi¢ do obnizenia efektywnego stezenia w roztworze, co réwniez przyczynia
sie do uzyskania nizszych wartosci TEAC.

Podsumowujgc, wyniki badan potwierdzity, ze laktony seskwiterpenowe, takie jak
kostunolid i lakton dehydrokostusowy, wykazujg ograniczong, lecz mierzalng
aktywnosc¢ antyoksydacyjng w testach opartych na neutralizacji rodnikéw ABTS
i DPPH. Kostunolid charakteryzowat sie wyzszg zdolnoscig zmiatania wolnych
rodnikéw, osiagajgc wartosci 27,7 ymol TE/g (ABTS) i 13,0 ymol TE/g (DPPH),
podczas gdy dla laktonu dehydrokostusowego uzyskano odpowiednio 14,9 i 11,2
pmol TE/g. Réznice te wynikajg z odmiennej budowy chemicznej i rozpuszczalnosci
badanych zwigzkow, a takze z mechanizmow reakcji charakterystycznych dla
poszczegolnych metod. Uzyskane dane wskazujg, ze dziatanie antyoksydacyjne
laktondw seskwiterpenowych ma charakter posredni i nie opiera sie na klasycznym
mechanizmie donorowo-akceptorowym, typowym dla zwigzkow fenolowych. Testy
ABTS i DPPH okazaty sie odpowiednimi metodami do ich oceny, natomiast metody
Folina—Ciocalteu i FRAP nie sg adekwatne dla tej grupy zwigzkow ze wzgledu na
ich niskg rozpuszczalnos¢ i brak grup fenolowych.
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7.5. Badanie efektywnosci dzialania otrzymanych preparatow
kosmetycznych

Celem przeprowadzonych badan aplikacyjno-aparaturowych byto okreslenie
wptywu wybranych formulacji kosmetycznych — oleozeli i emulsji typu O/W -
zawierajgcych laktony seskwiterpenowe (kostunolid i lakton dehydrokostusowy)
w postaci wolnej oraz inkorporowanej do statych nanoczastek lipidowych (SLN) —
na wiasciwosci biometryczne skory, w tym poziom nawilzenia naskorka oraz
przeznaskérkowej utraty wody, parametry kolorytu skory, a takze parametry
topografii i makrorzezby skory. Analiza obejmowata zarowno ocene instrumentalng
(z wykorzystaniem zestawu urzgdzen Courage+Khazaka), jak i subiektywnag ocene
uzytkowa (wrazenia sensoryczne, akceptacje aplikacyjng oraz ogdlng satysfakcje
ochotnikow). Uzyskane wyniki pozwalajg na kompleksowg interpretacje wptywu
charakteru bazy kosmetycznej, obecnosci nanonosnikdw oraz rodzaju substancji
aktywnej na kondycje skory, potencjat przeciwstarzeniowy i rozjasniajgcy badanych
preparatow kosmetycznych.

W osmiotygodniowym badaniu brata udziat grupa 80 ochotnikéw pici zenskiej,
w przedziale wiekowym od 24 do 58 lat, o fototypie skory I-Ill. Pomiary parametréw
biometrycznych skory wykonane zostaty czterokrotnie — na poczatku badania na
skorze niepokrytej zadnym produktem (t0), a nastepnie po pierwszym (t1),
czwartym (t4) oraz 6smym tygodniu aplikacji (t8). Ochotnicy zostali poinstruowani,
aby kremy aplikowacC przed snem na wskazane w instrukcji miejsca na skorze.
Schemat rozmieszczenia miejsc aplikacji formulacji kosmetycznych na dtoniach
badanych przedstawiono na ponizszym rysunku (7.21)

Preparat z laktonem

dehydrokostusowym
aplikacja na

Preparat bazowy
aplikacja na
lewg polowe

lewe) dioni lewq polowe prawie]

dioni

Rys. 7.21. Schematyczne przedstawienie miejsc aplikacji poszczegdlnych preparatow
kosmetycznych na dtoniach ochotnikow.

Ochotnicy zostali podzieleni na cztery grupy:

e stosujgcy oleozele z substancjami aktywnymi i baze,

e stosujgcy oleozele z zainkorporowanymi w nanoczgstkach lipidowych
substancjami aktywnymi i baze,

e stosujgcy emulsje nr 2 (otrzymywang metodg ,,na gorgco”) z substancjami
aktywnymi i baze,
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e stosujgcy emulsje nr 2 (otrzymywang metodg ,na gorgco”)
z zainkorporowanymi w nanoczastkach lipidowych substancjami aktywnymi
i baze.

‘:““ iy
ol AN War v

Rys. 7.22. Zdjecia otrzymanych preparatow kosmetycznych wraz z instrukcja, ktérg otrzymali
ochotnicy

W celu wykonywania pomiaréw w tych samych miejscach na dtoniach, ochotnicy
zawsze przed rozpoczeciem pomiaréw naktadali szablon, eksponujgcy waski
obszar skory na zewnetrznej stronie dtoni, przedstawiony ponizej (rys. 7.23).

miejsce na kciuk =1

N
wyeksponowany obszar na dioni

Rys. 7.23. Szablon uzywany podczas wykonywania pomiarow
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Ochotnicy przed przystgpieniem do badan uzupetnili ankiete informacyjng, ktérej

wyniki przedstawiono ponizej.

Tabela 7.10. Analiza odpowiedzi ankiety informacyjnej ochotnikow badania aplikacyjno-uzytkowego

Pytanie

Odpowiedz

W jakich warunkach Pani pracuje?

Pomieszczenie klimatyzowane (biuro): 25%
Pomieszczenie nieklimatyzowane (biuro): 40%
Praca w terenie (na $wiezym powietrzu): 0%

Inne, takie jak: laboratorium: 35%

W skali | - 5 jak Pani ocenia swdj sposéb zywienia?
(1-bardzo zly, 5-bardzo dobry)

1: 0%

2: 5%

3:35%

4: 55%

5:5%

Czy korzysta Pani z suplementéw diety?

Tak: 60%
Nie: 40%
Jesli tak, to jakich: witamina D (55%), magnez (5%)

rutozyd (5%), diosmina (5%), omega 3, 6, 9 (5%),
witamina B (5%), witamina B12 (5%), witamina B26
(5%), witamina C (5%), witamina A (5%), witamina E

(5%), biotyna (5%), olej z wiesiotka (10%)

Czy pali Pani papierosy?

Tak: 10%
Nie: 90%

Okazyjnie: 0%

Z jakich uzywek Pani korzysta? Mozna wybra¢ wiecej
niz jedng odpowiedz.

Kawa: 75%

Herbata: 75%

Alkohol: 55%

Napoje energetyczne: 0%

Inne, takie jak: 0%

W jakim stopniu (w skali 1 — 5) okreslitaby Pani swoja

aktywnos¢ fizyczng? (1-bardzo mata, 5-bardzo duza)

1: 0%

2: 35%
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3: 50%

4:10%

5:5%

W jakim stopniu (w skali 1 — 5) okreslitaby Pani swojg  1: 0%

odpornos¢ na sytuacje stresujgce? (1-bardzo mata,

2:15%
5-bardzo duza)
3:25%
4: 45%
5:15%
Jaki jest Pani naturalny kolor wiosow? Bardzo jasne lub rude: 0%

Blond lub jasnobrazowe: 30%
Ciemny blond, bragzowe do kasztanowych: 45%

Ciemnobrazowe do czarnych: 25%

Jaki jest Pani kolor oczu? Jasnoniebieskie: 15%
Ciemniejsze niebieskie, zielone lub szare: 45%
Jasnobrgzowe, zielonobrazowe: 15%

Ciemnobrazowe do czarnych: 25%

Jaka jest Pani skora przed opalaniem? Bardzo jasna: 15%
Jasna, lekko zarézowiona: 40%
Srednio jasha, bezowa: 40%

Jasnobrgzowa, o odcieniu oliwkowym: 5%

Czy na Pani ciele wystepuja piegi? Tak, bardzo duzo, na catym ciele: 15%
Duzo: 10%
W niektorych miejscach: 45%

Prawie wcale: 30%

Jak zachowuje sie Pani skéra po kontakcie ze Od razu staje sie czerwona, nigdy sie nie opala: 0%

scem?
storicem? Czesto ulega ,oparzeniu”, brgzowieje tylko w

niektorych czesciach ciata: 45%

tatwo sie opala, raczej w catosci brazowieje, a

oparzenia zdarzaja sie rzadko i nie sg ciezkie: 55%

Szybko staje sie gteboko brgzowa: 0%
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Kwestionariusz dotyczy badanego obszaru ciata, tzn.

zewnetrznej skory dioni. Odpowiadajgc na ponizsze

pytania, prosze skupic¢ sie na analizie danego obszaru.

Czy na badanym obszarze skéry w ciagu ostatnich 6

miesiecy stosowata Pani preparaty lecznicze?

Tak: 5%
Nie: 95%

Jedli  tak,

mocznikiem 30% oraz mas¢ z wit. A (5%)

to jakie?: mas¢ Alantan, kremy z

Czy na badanym obszarze skéry w ciagu ostatnich 6
miesiecy korzystata Pani z zabiegdw w salonie

kosmetycznym?

Tak: 0%
Nie: 100%

Jesli tak to jakie?: 0%

Czy w trakcie wykonywanej
przebywa Pani w rekawiczkach?

pracy codziennie

Tak, kilka godzin dziennie: 0%
Tak, okazyjnie: 70%

Nie: 30%

Czy korzysta Pani codziennie z ptynow do

dezynfekciji/antybakteryjnych na badanym obszarze

Tak, kilkanascie razy dziennie: 10%

Tak, okazyjnie: 50%

ciata?
Nie: 40%
Czy korzysta Pani z lampy UV podczas manicure? Tak: 35%
Nie: 65%
Jesli tak, prosze okresli¢ czestotliwos¢: brak

okreslenia czestotliwosci

Czy korzysta Pani z solarium?

Tak: 0%
Nie: 100%

Jesli tak, prosze okresli¢ czestotliwosc: 0%

Czy posiada Pani objawy melasmy skornej?

Tak, mam duzo tego typu przebarwien: 10%
Tak, mam pojedyncze zmiany: 30%

Nie: 60%

Czy posiada Pani objawy bielactwa?

Tak, mam duzo tego typu przebarwien: 0%
Tak, pojedyncze zmiany: 0%

Nie: 100%

Jakich preparatéw uzywa Pani do pielegnacji
badanego obszaru ciata? Prosze zaznaczy¢ (mozna

Krem do rak: 100%, 2-3 razy w tygodniu (10%), kilka

razy dziennie (5%), 1-2 razy dziennie (10%),
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wybra¢ wiecej niz jedng odpowiedz) i okresli¢
czestotliwos¢ stosowania:

codziennie (15%), 10 razy dziennie (5%), 2 razy
dziennie (10%), kilka razy w tygodniu (5%), 1 raz
dziennie (10%), w zaleznosci od potrzeby (5%),
okazjonalnie (5%), 5 raz dziennie (5%), 3 razy w
tygodniu (5%), brak okreslenia czestotliwosci (10%)
Peeling do skory: 10%, 1-2 razy w miesigcu (5%), ,
raz w tygodniu (5%)

Maski: 5%, brak okreslenia czestotliwosci
Serum: 0%

Rekawiczki pielegnujace: 10%, 1 raz na 2 miesigce

(5%), brak okreslenia czestotliwosci (5%)

Inne, takie jak: 0%

W jakim stopniu (w skali 1 - 5) Pani skdra na badanym
obszarze ciata jest wrazliwa? (1-niewrazliwa, 5-
bardzo wrazliwa)

1:20%

2: 25%

3: 40%

4:10%

5:5%

Jakie czynniki powodujg u Pani nadmierng
reaktywnosc skory? (mozna wybrac wiecej niz jedng
odpowiedz)

Zadne: 20%

Wahania temperatury: 60%
Wiatr: 45%

Promieniowanie stoneczne: 30%
Zanieczyszczenia powietrza: 5%
Bodzce mechaniczne: 40%
Kosmetyki: 10%

Inne, takie jak: 0%

Czy stosuje Pani preparaty kosmetyczne z filtrem

SPF na badanym obszarze ciata?

Tak: 35%

Nie: 65%

Jezeli na powyzsze pytanie udzielita Pani odpowiedzi NIE, prosze pominag¢ pytanie 25.1. oraz 25.2.

W jakich sytuacjach uzywa Pani preparatéw
kosmetycznych z filtrem SPF na badanym obszarze

ciata?

Przez caty rok: 10%
W okresie wiosenno-letnim: 5%

Tylko w czasie opalania: 20%
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Podczas stosowania lampy UV przy manicure: 5%

W jakim przedziale miesci sie wartos¢ SPF

stosowanych przez Panig preparatow?

Mniej niz 15: 5%
15-30: 15%
30-50: 0%

50+: 15%

W jaki sposob (stopien tatwosci w skali 1 — 5) opala
sie Pani skéra na badanym obszarze ciata bez
zastosowania preparatu kosmetycznego z filtrem
SPF? (1-wcale sie nie opala, 5-zawsze mocno sie
opala)

1: 0%

2: 25%

3: 35%

4: 30%

5: 10%

W jaki sposéb reaguje Pani skéra na badanym
obszarze ciata na zbyt dtugi kontakt ze storicem bez
zastosowania preparatu kosmetycznego z filtrem

SPF? (mozna wybrac wiecej niz jedng odpowiedz)?

Zaczerwienieniem: 50%
Oparzeniami: 0%
tuszczeniem sig skory: 0%

Brak jakichkolwiek zmian: 50%

Jak czesto wystepujg u Pani oparzenia bedace

wynikiem ekspozycji na stonce bez zastosowania

Prawie zawsze: 10%

Czesto: 25%

preparatu kosmetycznego z filtrem SPF?
Rzadko: 55%

Nigdy: 10%

Badania przeprowadzono wsrod ochotnikow w kontrolowanych warunkach
srodowiskowych, przy temperaturze 22 + 1 °C i wilgotnosci wzglednej 45 + 5 %, co
zapewniato powtarzalnos¢ pomiaréw i minimalizowato wptyw czynnikow

Zastosowane podejscie badawcze wpisuje sie w aktualne kierunki rozwoju
kosmetologii, w ktérej coraz wieksza role odgrywa nanotechnologia oraz naturalne
zwigzki bioaktywne. Laktony seskwiterpenowe, takie jak kostunolid czy lakton
dehydrokostusowy, odznaczajg sie wysokg aktywnoscig biologiczng, lecz ich
niestabilnos¢ oraz ograniczona rozpuszczalnos¢ w fazach wodnych uzasadniajg
wykorzystanie uktadéw nosnikowych typu SLN [182].

Analiza zmian poziomu nawilzenia naskorka

Badanie stopnia nawilzenia skéry przeprowadzono przy uzyciu korneometru,
wykorzystujgcego zmiane statej dielektrycznej powierzchni naskorka jako miare
jego uwodnienia. Metoda ta pozwala w sposdb nieinwazyjny okreslic skutecznosc
dziatania preparatow o wiasciwosciach hydrofilowych i okluzyjnych. Analizie
poddano wptyw stosowania badanych oleozeli (rys. 7.24, 7.25) i emuls;ji (rys. 7.26,
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7.27), w tym ukfadow zawierajgcych kostunolid i lakton dehydrokostusowy, na
poziom nawilzenia skory w czasie 8 tygodni aplikacji
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Rys. 7.24. Zmiany poziomu nawilzenia wyznaczone dla oleozeli, zawierajgcych substancje aktywne
w formie klasycznej, w toku badan in vivo (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikéwz+
odchylenie standardowe)
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Rys. 7.25. Zmiany poziomu nawilzenia wyznaczone dla oleozeli z zliofilizowanymi nanoczastkami
lipidowymi w toku badan in vivo (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikow+ odchylenie
standardowe)

Stosowanie oleozelu bez substancji aktywnych (O) spowodowato umiarkowany
spadek poziomu nawilzenia skéry w trakcie osmiotygodniowej aplikacji — o ok. 7,5%
(rys. 7.24). Dodatek kostunolidu (O-K) wywotat zblizony trend, natomiast formulacja
zawierajgca lakton dehydrokostusowy (O-L) wykazata nieco silniejszy spadek,
siegajacy ok. 12%. Wskazuje to, ze w przypadku oleozeli wprowadzenie wolnych
laktonow seskwiterpenowych nie przyczynito sie do poprawy nawilzenia, co moze
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wynikac z ograniczonej dyfuzji substancji lipofilowych w zwartej strukturze zelowe;j
oraz z braku wodnej fazy zewnetrzne;.

Zdecydowanie korzystniejsze rezultaty uzyskano dla uktadéw z nanoczgstkami
lipidowymi. W przypadku oleozelu z nanostrukturami lipidowymi bez substancji
aktywnej (O-SLN) odnotowano wzrost poziomu nawilzenia o okoto 6—7%, (rys 7.25)
CO sugeruje, ze sam nosnik lipidowy wptywat korzystnie na wtasciwosci okluzyjne
formulacji. Dodatek kostunolidu (O-NK) skutkowat niewielkg poprawa, natomiast
formulacja z laktonem dehydrokostusowym (O-NL) wykazata wzrost nawilzenia
ook. 2-3%. Cho¢ zmiany te sg relatywnie niewielkie, moga wskazywacC na
stabilizujgcy wptyw nanoczgstek lipidowych na retencje wilgoci w strukturze zelu,
co znajduje potwierdzenie w literaturze dotyczacej uktadéw zelowych
z nanoenkapsulowanymi lipidami bioaktywnymi [183].

Uzyskane wyniki sugerujg, ze oleozele jako uktady bezwodne, charakteryzujg sie
naturalnie wyzszym poczgtkowym poziomem nawilzenia w poréwnaniu do emuls;ji,
jednak efekt ten ulega stopniowemu ostabieniu w czasie. Dodatek nanoczgstek
lipidowych petni przede wszystkim funkcje ochronng — stabilizuje strukture
formulacji i ogranicza utrate wody z powierzchni skory, zamiast intensyfikowac jej
uwodnienie. Zjawisko to jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami, wedtug
ktorych efekt okluzji w uktadach lipidowych moze dominowa¢ nad klasycznym
dziataniem humektantowym [184].
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Rys. 7.26. Zmiany poziomu nawilzenia wyznaczone dla emulsji zawierajgcych substancje aktywne
w formie klasycznej w toku badan aplikacyjnych in vivo (dane wyrazone jako Srednia uzyskanych
wynikow+ odchylenie standardowe).
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Rys. 7.27. Zmiany poziomu nawilzenia wyznaczone dla emulsji 2 z wodng dyspersjg nanoczastek
lipidowych (w toku badan in vivo (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikow+ odchylenie
standardowe)

W przypadku stosowania emulsji bazowej (E2) zaobserwowano stopniowy wzrost
poziomu nawilzenia skory w trakcie osmiotygodniowej aplikaciji, siegajgcy okoto 7%
wzgledem wartosci poczatkowej (rys. 7.26). Dodatek kostunolidu (E2-K) nie wptynat
istotnie na poziom uwodnienia — po osSmiu tygodniach wartos¢ tego parametru
utrzymywata sie na poziomie zblizonym do emulsji bazowej (zmiana o ok. 0,6%).
Z kolei formulacja zawierajgca lakton dehydrokostusowy (E2-L) wykazata
stopniowg poprawe nawilzenia, wynoszacg okoto 8% wzgledem wartosci
poczatkowe;j.

Wyraznie korzystniejszy efekt obserwowano po zastosowaniu emuls;ji
z nanoczastkami lipidowymi. Dla uktadu bazowego z nosnikiem (E2-SLN)
odnotowano wzrost poziomu nawilzenia o okoto 14% (rys. 7.27), natomiast dla
systemow zawierajgcych substancje aktywne - kostunolid (E2-NK) i lakton
dehydrokostusowy (E2-NL) — poprawa byta jeszcze bardziej znaczaca, wynoszgc
odpowiednio 22% i20%. Oznacza to, ze zastosowanie nanoczgstek lipidowych
zwiekszyto efektywnos¢ dziatania substancji aktywnych w zakresie poprawy
hydratacji skory srednio o 12-15 punktow procentowych w stosunku do uktadow
klasycznych.

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze obecnos¢ nanostrukturalnego nosnika znaczaco
poprawia biodostepnosc i retencje substancji aktywnych w warstwie rogowej, co
przektada sie na utrzymanie lepszego poziomu nawilzenia. Podobne zjawisko
zaobserwowano w badaniach dotyczacych systemow SLN z witaming E oraz
koenzymem Q10, w ktérych wzrost nawilzenia skory wynosit 15-25% wzgledem
emulsji klasycznych [185] .
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Mechanizm ten ttumaczony jest zdolnoscig nanoczastek lipidowych do tworzenia
cienkiej, potprzepuszczalnej warstwy okluzyjnej na powierzchni skory, ktéra
ogranicza transepidermalng utrate wody (TEWL) i jednoczesnie utatwia przenikanie
substancji aktywnych w gtgb naskorka [186].

Porownanie wszystkich ukfadow wykazato, ze najlepsze efekty w zakresie
zwiekszenia nawilzenia skéry uzyskano dla emulsji zawierajgcych laktony
seskwiterpenowe inkorporowane w nanoczastkach lipidowych. Po 8 tygodniach
wzrost nawilzenia skory w tych prébach wynosit srednio 20-22 %, podczas gdy
w analogicznych emulsjach bez nosnikéw wzrost ten nie przekraczat 8-10 %. Dla
oleozeli zmiany byly mniej wyrazne, a tendencje wskazywaty raczej na utrzymanie
lub nieznaczny spadek poziomu uwodnienia. Wyniki potwierdzaja, ze skutecznosc
kosmetycznych preparatow z laktonami seskwiterpenowymi jest silnie zalezna od
struktury uktadu dyspersyjnego oraz obecnosci nanonosnikow, ktére zwiekszajg
dostepnosc¢ biologiczng i zdolnos¢ wigzania wody w naskérku.

Zastosowanie nanoczastek lipidowych moze zatem stanowi¢ efektywng strategie
zwiekszania bioaktywnosci zwigzkéw naturalnych o ograniczonej rozpuszczalnosci
w fazie wodnej, takich jak kostunolid i lakton dehydrokostusowy. Wyniki te sg
zgodne z doniesieniami literaturowymi, w ktérych podkresla sig, ze uktady SLN oraz
NLC znaczgco poprawiajg parametry nawilzenia skory i redukujg przeznaskérkowg
utrate wody (TEWL) w poréwnaniu z tradycyjnymi emulsjami [187].

Analiza zmian przeznaskérkowej utraty wody (TEWL)

Badania przeznaskoérkowej utraty wody (TEWL) wykonano w celu oceny wptywu
badanych formulacji kosmetycznych na integralnos¢ i funkcjonalnos¢ bariery
naskorkowej po aplikacji preparatow. Analizie poddano wptyw stosowania
badanych oleozeli (rys. 7.28, 7.29) i emulsji (rys. 7.30, 7.31), w tym ukfadow
zawierajgcych kostunolid i lakton dehydrokostusowy, na poziom nawilzenia skory
w czasie 8 tygodni aplikacji.
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Rys. 7.28. Zmiany poziomu TEWL wyznaczone dla oleozeli zawierajgcych substancje aktywne
w formie klasycznej w toku badan in vivo (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikéwz+

odchylenie standardowe.
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Rys. 7.29. Zmiany poziomu TEWL wyznaczone dla oleozeli z zliofilizowanymi nanoczastkami
lipidowymi w toku badan in vivo (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikow+ odchylenie

standardowe).
W przypadku stosowania oleozelu bazowego (O) zaobserwowano niewielkie

wahania wartosci TEWL w czasie, z poczatkowym spadkiem w pierwszym tygodniu
stosowania, a nastepnie nieznacznym wzrostem po osmiu tygodniach (rys. 7.28)
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Zmiany te miescity sie w zakresie ok. +15% wzgledem wartosci wyjsciowe;.
Podobny trend zaobserwowano w przypadku formulacji zawierajgcych substancje
aktywne (O-K i O-L), dla ktérych rowniez odnotowano nieznaczny wzrost TEWL
w koncowej fazie badania. Moze to wskazywac, ze dtugotrwata aplikacja tych
uktadow prowadzita do czesciowego zaburzenia rownowagi wodno-lipidowej
naskorka, prawdopodobnie w wyniku akumulacji lipidow na jego powierzchni
i ograniczonej dyfuzji substancji aktywnych w gestej strukturze zelowe;.

Zdecydowanie korzystniejsze rezultaty uzyskano dla oleozeli zawierajgcych
nanoczastki lipidowe. W ich przypadku wartosci TEWL systematycznie sie obnizaty,
osiggajgc po osmiu tygodniach poziom nizszy o ok. 15-20% w stosunku do wartosci
poczatkowych (rys. 7.29). Najwiekszy efekt redukcji przeznaskorkowej utraty wody
zaobserwowano dla formulacji z kostunolidem (O-NK), gdzie spadek wynosit okoto
20-25%, co wskazuje na wyrazng poprawe funkcji barierowej skory.

Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze wprowadzenie nanoczgstek lipidowych do
ukltadow zelowych zwieksza ich wtasciwosci okluzyjne i sprzyja utrzymaniu
integralnosci bariery naskérkowej. Zjawisko to jest zgodne z obserwacjami Wissing
i Mullera [184], ktorzy wykazali, ze systemy typu SLN moga ogranicza¢ TEWL nawet
o 10-30% w porownaniu z klasycznymi preparatami olejowymi. Efekt ten
ttumaczony jest tworzeniem przez nanostruktury lipidowe cienkiej warstwy
filmotwodrczej o wlasciwosciach mikrookluzyjnych, ktéra redukuje parowanie wody
z powierzchni skory i wspiera jej regeneracje.
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Rys. 7.30. Zmiany poziomu TEWL wyznaczone dla emulsji 2, zawierajgcych substancje aktywne
w formie klasycznej w toku badan in vivo (dane wyrazone jako Srednia uzyskanych wynikéwx
odchylenie standardowe).
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Rys. 7.31. Zmiany poziomu TEWL wyznaczone dla emulsji 2 z wodng dyspersjg nanoczgstek
lipidowych w toku badan in vivo (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikow+ odchylenie
standardowe).

W przypadku stosowania emulsji bazowej (E2) zaobserwowano niewielkie wahania
wartosci TEWL w czasie trwania badania (rys. 7.30) Po krotkotrwatym spadku w
pierwszym tygodniu, w kolejnych tygodniach nastgpit umiarkowany wzrost
przeznaskérkowej utraty wody, siegajgcy okoto 20% wzgledem wartosci
poczatkowej. Dla emulsji z kostunolidem (E2-K) oraz z laktonem
dehydrokostusowym (E2-L) zmiany byty bardziej wyrazne i oscylowaty w granicach
+15-25%, co sugeruje, ze w poczatkowym okresie aplikacji obie substancje mogty
czasowo modulowac strukture lipiddw miedzykomorkowych, prowadzgac do
zwiekszonej przepuszczalnosci skory. Zjawisko to jest zgodne z obserwacjami
dotyczgcymi innych laktonow seskwiterpenowych, ktore wykazujg dziatanie
keratolityczne i przeciwzapalne, mogace przejsciowo wptywac¢ na szczelnosc
bariery naskorkowej [188].

W przypadku stosowania emulsji z nanoczgstkami lipidowymi (SLN) poczatkowe
wartosci TEWL byty relatywnie wyzsze (rys. 7.31) co mozna wigza¢ z wiekszym
udziatem fazy lipidowej w formulacji. W pierwszym tygodniu zaobserwowano
krotkotrwaty wzrost TEWL o ok. 10-15% (E2-SLN), szczegdlnie w przypadku
uktadow z kostunolidem (E2-NK) i laktonem dehydrokostusowym (E2-NL). Jednak
po osmiu tygodniach pomiarow wartosci te spadty o 20-25% wzgledem wartosci
wyjsciowych, co wskazuje na odbudowe i wzmocnienie bariery hydrolipidowej oraz
adaptacje skory do stosowanych preparatow.

Zaobserwowany trend — poczgtkowy wzrost, a nastepnie wyrazny spadek TEWL —
potwierdza ochronny wptyw uktadéw z nanoczgstkami lipidowymi na warstwe
rogowa naskorka. Mechanizm ten wynika z tworzenia przez nanostruktury lipidowe
cienkiej, okluzyjnej warstwy filmotwodrczej, ktora ogranicza parowanie wody
i wspiera reorganizacje lipiddw cementu miedzykomorkowego. Efekt ten zostat
szeroko opisany w literaturze [189], [190] gdzie systemy SLN wykazywaty zdolnos¢
redukcji TEWL o 10-30% w poréwnaniu z klasycznymi emulsjami.
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Poréwnujac wszystkie badane formulacje, stwierdzono, ze emulsje i oleozele bez
nanoczgstek wykazywaty po poczatkowym spadku stabilizacje lub niewielki wzrost
TEWL po 4-8 tygodniach stosowania, co sugeruje umiarkowang poprawe lub
utrzymanie bariery naskérkowej. Dla uktadow oleozelowych wartosci TEWL byty
istotnie nizsze niz dla emuls;ji, co jest typowe dla preparatéw bezwodnych o silnych
wiasciwosciach okluzyjnych. Z kolei w uktadach zawierajagcych nanoczagstki
lipidowe (zarowno w emulsjach, jak i oleozelach) obserwowano systematyczny
spadek wartosci TEWL w czasie trwania badan, co wskazuje na istotny efekt
ochronny i regeneracyjny wzgledem warstwy rogowe;.

Warto podkresli¢, ze wyniki TEWL sg odwrotnie skorelowane z wartosciami
nawilzenia skory uzyskanymi w poprzednim badaniu - formulacje, ktore
wykazywaty najwiekszy wzrost nawilzenia (E2-NK, E2-NL) rownoczesnie
charakteryzowaty sie najwiekszym spadkiem TEWL (15-20 %), co sSwiadczy
0 poprawie spojnosci bariery hydrolipidowej. Zalezno$¢ ta jest zgodna
z raportowanymi w literaturze wynikami dla preparatow z koenzymem Q10
i witaming E w uktadach SLN [191]

Analiza zmian zawartosci melaniny i stopnia zaczerwienienia skory

W celu oceny wptywu badanych preparatow na koloryt skory przeprowadzono
pomiary zawartosci melaniny oraz stopnia zaczerwienienia. Analiza tych
parametrow umozliwita identyfikacje subtelnych zmian depigmentacyjnych oraz
obnizajgcych widocznos¢ zmian naczyniowych zachodzgcych w wyniku regularnej
aplikacji formulacji. Wyniki przedstawiono jako procentowg zmiane zawartosci
melaniny i stopnia zaczerwienienia w stosunku do wartosci wyjsciowych (tydzien
0) po 8 tygodniach stosowania oleozeli (rys. 7.32) i emuls;ji (rys. 3.33) zawierajgcych
kostunolid i lakton dehydrokostusowy.
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Rys. 7.32. Zmiany zawartosci melaniny i stopnia zaczerwienia wyznaczone dla przygotowanych
oleozeli w toku badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)
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W uktadach bezwodnych (oleozelowych) stwierdzono spadek zawartosci melaniny
i stopnia zaczerwienienia, cho¢ dynamika zmian byfa nieco inna niz w emulsjach.
Stosowanie oleozelu bazowego (O) charakteryzowato sie niewielkim spadkiem
zawartosci melaniny (0,9%) oraz stopnia zaczerwienienia (1,4%), co odzwierciedla
gtéwnie efekt okluzyjny, bez istotnego dziatania biologicznego. Po wprowadzeniu
substancji aktywnych, efekty ulegty nasileniu — dla oleozelu z kostunolidem (O-K)
zmniejszenie zawartosci melaniny wyniosto 7,5%, azaczerwienienia 11,7%.
W przypadku oleozelu z dodatkiem laktonu dehydrokostusowego (O-L) efekt
rozjasnienia byt umiarkowany 2,1% przy rownoczesnym obnizeniu zaczerwienienia
0 6,1%.

Najsilniejsze dziatanie obserwowano dla uktadow, w ktérych substancje aktywne
zostaty inkorporowane w nanoczastkach lipidowych (rys. 7.33). Formulacja
z inkorporowanym  kostunolidem (O-NK) charakteryzowata sie spadkiem
zawartosci melaniny o 14,5% oraz zaczerwienienia o 11,2%, natomiast
z inkorporowanym laktonem dehydrokostusowym o odpowiednio 8% i 6,4%
(O-NL). Wprowadzenie samego nosnika lipidowego do oleozelu (O-SLN)
powodowato umiarkowane zmniejszenie wartosci obu parametréw (5,7% dla
melaniny i 4,9% dla zaczerwienienia), co sugeruje, ze efekt w tym przypadku
wynika z potgczenia dziatania substancji aktywnej i kontrolowanego uwalniania
z nosnika.
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Rys. 7.33. Zmiany zawartosci melaniny i stopnia zaczerwienia wyznaczone dla przygotowanych
emulsji w toku badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)

W przypadku stosowania emulsji bazowej (E2) oraz jej modyfikacji odnotowano
0goIng tendencje spadkowag obu parametrow, wskazujgcg na rozjasnienie skory
i dziatanie uspokajajgce. Najmniejszy efekt obserwowano dla emulsji bazowej,
w ktorej zarowno zawartoS¢ melaniny i stopnia zaczerwienienia zmniejszyty sie
0 1,7%. Dodatek kostunolidu (E2-K) w istotny sposob zwiekszyt skutecznos¢
formulacji — zawartos¢ melaniny spadta o 8,9%, a stopien zaczerwienienia o 8,1%.
Lakton dehydrokostusowy (E2-L) rowniez wykazat efekt rozjasniajacy
i uspokajajgce, cho¢ nieco stabszy (odpowiednio 4,4% i 5,5%).
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Jeszcze wyrazniejsze zmiany zaobserwowano w prébach zawierajgcych
substancje aktywne enkapsulowane w nanoczgstkach lipidowych. Emulsja
z inkorporowanym kostunolidem (E2-NK) wykazata najsilniejszy efekt rozjasniajgcy
— spadek zawartosci melaniny o 13,6% i zaczerwienienia o 16,6%, podczas gdy
emulsja z inkorporowanym laktonem dehydrokostusowym (E2-NL) obnizata te
parametry odpowiednio o 10,9% i 8,1%. Dla poréwnania, emulsja z samym
nosnikiem lipidowym (E2-SLN) nie zawierajgca substancji aktywnej powodowata
jedynie niewielkie zmiany (3,6% dla melaniny i 0,2% dla stopnia zaczerwienienia).

Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze enkapsulacja kostunolidu i laktonu
w nanostrukturach lipidowych znaczaco zwieksza ich aktywnos¢ biologiczna.
Poprawa biodostepnosci substancji aktywnych, a takze ich dtuzsze utrzymywanie
sie w warstwie rogowej mogty przyczynic sie do silniejszego hamowania procesow
melanogenezy oraz do redukcji mikrozapalnych reakcji w skorze.

Zaréwno w przypadku emulsji, jak i w oleozeli stwierdzono, ze kostunolid wykazuje
silniejsze dziatanie rozjasniajagce i fagodzgce niz lakton dehydrokostusowy,
niezaleznie od rodzaju matrycy. Najwieksze zmiany w obu parametrach
zaobserwowano dla formulacji z kostunolidem enkapsulowanym w nanoczastkach
lipidowych (E2-NK i O-NK), co potwierdza synergistyczny efekt substanciji aktywnej
i nosnika.

Zaobserwowane zjawisko moze wynika¢ z kilku mechanizmow. Po pierwsze,
kostunolid wykazuje wiasciwosci przeciwzapalne i antyoksydacyjne, ktore moga
hamowac ekspresje cytokin prozapalnych i posrednio ogranicza¢ nadprodukcije
melaniny [192]. Po drugie, nanoczastki lipidowe zwiekszajg penetracje substancji
lipofilowych w naskoérku, co sprzyja ich dtuzszemu kontaktowi z komodrkami
melanocytarnymi i keratynocytami, prowadzac do bardziej rownomiernego
kolorytu skory [193].

Formulacje z laktonem dehydrokostusowym rowniez wykazywaty korzystne
wiasciwosci, choC ich wptyw byt stabszy, co moze wynika¢ z nizszej stabilnosci
chemicznej laktonu w srodowisku lipidowym oraz jego mniejszego powinowactwa
do receptorow zaangazowanych w regulacje procesow zapalnych.

Badanie meksametrem pozwolito jednoznacznie potwierdzi¢, ze zarowno emulsje,
jak i oleozele z badanymi substancjami aktywnymi wptywajg na poprawe kolorytu
skory poprzez zmniejszenie zawartosci melaniny i redukcje zaczerwienienia. Wyniki
te potwierdzajg, ze potaczenie aktywnych laktonow seskwiterpenowych
z nanostrukturami lipidowymi wzmacnia dziatanie rozjasniajgce i uspokajajgce,
prawdopodobnie poprzez poprawe przenikania, ochrone substancji przed
degradacjg i modulacje procesow zapalnych w naskorku

Analiza zmian parametréw kolorytu skory

W celu oceny wptywu stosowania preparatéw na barwe i ogolny wyglad skory
wykonano pomiary kolorymetryczne obejmujgce parametry L* (jasnosc) oraz a*
(nasycenie czerwieni). Analiza tych wartosci pozwala na okreslenie czy aplikacja
emulsji i oleozeli powodowata rozjasnienie skory bgdz zmiany w jej zabarwieniu
wynikajgce z reakcji naczyniowych. Wyniki przedstawiono jako procentowg zmiane
wartosci parametru L* oraz a* w stosunku do wartosci wyjsciowych (tydzien 0) po
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8 tygodniach stosowania oleozeli (rys. 7.34) i emulsji (rys. 3.35) zawierajgcych
kostunolid i lakton dehydrokostusowy.

B0 mO-K mO-L mO-SLN mO-NK mO-NL
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Rys. 7.34. Zmiany parametréw L* i a* wyznaczone dla przygotowanych oleozeli
w toku badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)

Stosowanie oleozelu bazowego (O) powodowato niewielki spadek jasnosci (0,6%)
i wzrost odcienia czerwonego (1,0%), co moze byC zwigzane z efektem okluzyjnym
oraz zwiekszeniem mikrokrgzenia skory po aplikacji fazy lipidowej. Dodatek
kostunolidu (O-K) wptynat korzystnie na rozjasnienie skory (1,5%) i zmniejszenie
zaczerwienienia (4,1%), natomiast lakton dehydrokostusowy (O-L) w mniejszym
stopniu rozjasniat skore (0,7%) oraz w mniejszym stopniu zwiekszat parametr a*
(3,0%).

Najbardziej korzystne zmiany ponownie odnotowano dla formulacji z substancjami
aktywnymi  enkapsulowanymi w  nanoczgstkach lipidowych. Oleozel
z zainkorporowanym kostunolidem (O-NK) powodowat najwyzszy wzrost jasnosci
(1,6%) iumiarkowany wzrost czerwonego tonu skoéry (5,5%), natomiast uktad
z zainkorporowanym laktonem dehydrokostusowym (O-NL) wykazywat nieco
mniejsze zmiany — wartosci L* 0 1,1% i a* o 3,9%. Warto zwrdci¢ uwage, ze nosnik
lipidowy sam w sobie nie zwigkszat jasnosci skory (O-SLN), ale wptywat na barwe
czerwong (2,9%), co potwierdza, ze nanostruktury lipidowe mogg dziata¢ jako
mikroreflektory sSwiatta na powierzchni skory, poprawiajac jej wizualng
jednorodnosc¢ [194].
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Rys. 7.35. Zmiany parametréw L* i a* wyznaczone dla przygotowanych emuls;ji

w toku badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)

W przypadku stosowania emulsji bazowej (E2) zaobserwowano minimalny spadek
jasnosci skory (0,3%) oraz nieznaczny spadek parametru a* (0,4%), co wskazuje
na brak istotnego wptywu na koloryt skory (7.35). Dodatek kostunolidu (E2-K)
powodowat wyrazny wzrost jasnosci o okoto 4,2% oraz umiarkowany spadek
odcienia czerwonego (14,3%), co moze wynika¢ z poprawy mikrokrgzenia
i dotlenienia naskorka. W przypadku dodatku laktonu dehydrokostusowego (E2-L)
zmiany byly tagodniejsze — jasnos¢ skory zwiekszyta sie o ok. 1,6%, a parametr a*
spadt o 9,4%, co moze swiadczy¢ o delikathym efekcie rewitalizujgcym
i wyrownaniu kolorytu.

Zdecydowanie silniejszy efekt uzyskano dla emulsji z nanoczgstkami lipidowymi.
Formulacja z kostunolidem enkapsulowanym w nanoczgstkach (E2-NK)
powodowata wzrost jasnosci o 3,7% oraz wyrazne obnizenie odcienia czerwonego
0 5,0%, przy czym w przypadku dodatku laktonu dehydrokostusowego (E2-NL)
enkapsulowanego w nanoczgstkach jasnos¢ wzrosta o 1,5%, a odcien czerwony
zmalat o 3,9%. Sam nosnik lipidowy bez substancji aktywnej dodany do formulac;ji
(E2-SLN), nie powodowat znaczgcych zmian w zakresie kolorytu skory.

Analizujgc catos¢ wynikow dla emulsji, mozna stwierdzi¢, ze enkapsulacja
substancji aktywnych w nanoczgstkach lipidowych zwieksza stabilnos¢ kolorytu
i redukuje nierownomierne zaczerwienienie, co jest zgodne z wczesniejszymi
obserwacjami dotyczgcymi meksametru. Kostunolid, dzieki wifasciwosciom
przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym, dodatkowo ogranicza mikrozapalenia
i poprawia rwnomiernosc¢ barwy skory.

Analiza wynikéw wskazuje, ze zarbwno emulsje, jak i oleozele powodowaty wzrost
parametru L*, co potwierdza efekt rozjasnienia skory po osmiotygodniowym
stosowaniu. Najwiekszy wzrost jasnosci zanotowano dla E2-NK (4,2%) i O-NK
(1,6%), co sugeruje, ze obecnos¢ nanoczastek lipidowych w formulacji istotnie
poprawia wiasciwosci optyczne skory.
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Parametr a*, zwigzany ze stopniem zaczerwienienia, wykazywat umiarkowany
spadek we wszystkich probach, szczegdlnie w formulacjach zawierajgcych nosniki
lipidowe, co mozna wigzaC¢ z poprawg mikrokrazenia i lepszym dotlenieniem
naskorka, bez cech podraznienia.

W grupie oleozeli wartosci parametrow L* i a* wykazywaty podobny trend jak
w emulsjach, jednak zmiany byly bardziej umiarkowane. ZaleznoS¢ miedzy
parametrami L*, a* a wczesniejszymi wynikami meksametru jest wyrazna:
preparaty, ktére powodowaty spadek zawartosci melaniny i zaczerwienienia (E2-
NK, O-NK), jednoczesnie zwiekszaty L* (rozjasnienie) oraz stabilizowaty a*, co
potwierdza zgodnos¢ pomiarow instrumentalnych i efektéw wizualnych.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze badane formulacje, zwtaszcza te zawierajace
kostunolid i lakton dehydrokostusowy w nanoczgstkach lipidowych, wptywajg na
poprawe kolorytu skory poprzez wzrost jasnosci (L*) oraz zmniejszenie
nierownomiernego zabarwienia (a*). Kostunolid wykazat nieco silniejsze dziatanie
rozjasniajgce, co moze wynikac z jego wiekszej stabilnosci i aktywnosci biologicznej
w Srodowisku lipidowym.

Otrzymane rezultaty sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami dla parametrow
TEWL, nawilzenia i meksametru, potwierdzajgc, ze formulacje z nanoczgstkami
lipidowymi zapewniajg lepsze wiasciwosci ochronne i estetyczne skory, co czyni je
szczegolnie  obiecujgcymi  nosnikami  dla  kosmetycznych  laktonow
seskwiterpenowych

Analiza zmian parametréw makrorzezby skory

Badanie makrorzezby skéry umozliwito ocene wptywu stosowania badanych
formulacji na wybrane parametry zwigzane z starzeniem sie skory, w tym catkowitg
powierzchnie zmarszczek, ich sSrednig dlugos¢ oraz gtebokos¢c. Wyniki
przedstawiono jako procentowg zmiane tych parametréw w stosunku do wartosci
wyjsciowych (tydzien 0) po 8 tygodniach stosowania. oleozeli (rys. 7.36) i emulsji
(rys. 3.37) zawierajgcych kostunolid i lakton dehydrokostusowy.
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Rys. 7.36. Zmiany parametréw makrorzezby skory wyznaczone dla przygotowanych oleozeli w toku
badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)
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W przypadku stosowania oleozelu bazowego (O) zaobserwowano wyrazny efekt
poprawy parametrow skory, mimo braku fazy wodnej. Catkowita powierzchnia
zmarszczek ulegta zmniejszeniu o ok. 17%, natomiast dodatek substanciji
aktywnych wzmacniat ten efekt: kostunolid (O-K) o 21,9% i lakton
dehydrokostusowy (O-L) o 31,4%. Wskazuje to, ze lakton dehydrokostusowy
wykazywat silniejsze dziatanie w uktadzie bezwodnym, prawdopodobnie ze
wzgledu na wiekszg kompatybilnos¢ z lipidowg fazg nosnika.

Najlepsze rezultaty uzyskano jednak po wprowadzeniu nanoczgstek lipidowych do
struktury zelu. Formulacje O-SLN, O-NK i O-NL wykazywaty redukcje catkowitej
powierzchni zmarszczek odpowiednio o 17,4%, 22,8% i 30,4%, co sSwiadczy
o synergistycznym dziataniu uktadu nosnikowego i laktonéw. W odniesieniu do
dtugosci i gtebokosci zmarszczek najwieksze zmiany rowniez odnotowano dla
formulacji O-NL (7,6% i 5,3%), co potwierdza skutecznos¢ laktonu
dehydrokostusowego w systemie nanonosnikowym. Podobne efekty wykazano
w badaniach z uzyciem SLN zawierajgcych retinol lub ekstrakty roslinne, gdzie
poprawa parametrow powierzchniowych skory siegata 25-35% [195].
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Rys. 7.37. Zmiany parametréw makrorzezby skory wyznaczone dla przygotowanych emulsji w toku
badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)

W grupie emulsji (E2) obserwowano umiarkowane zmiany w strukturze skory,
wskazujgce na nieznaczng poprawe parametrow przeciwzmarszczkowych.
Catkowita powierzchnia zmarszczek ulegta redukcji o 1-12%, przy czym najwiekszy
spadek zanotowano dla emulsji z laktonem dehydrokostusowym (E2-L, 11,5%).
Dodatek kostunolidu (E2-K) powodowat tagodniejszy efekt (7,6%), co moze
wskazywac na jego umiarkowane dziatanie stymulujgce odnowe naskorka. Z kolei
formulacje z nanoczgstkami lipidowymi wykazaty znacznie silniejsze dziatanie —
redukcja powierzchni zmarszczek wynosita od 22,2% (E2-NK) do 24,8% (E2-NL).
Oznacza to, ze zastosowanie nanonosnikow zwiekszyto efektywnosS¢ dziatania
substancji aktywnych ponad dwukrotnie wzgledem emulsiji.

Podobne tengjencje zaobserwowano w przypadku dtugosci i gtebokosci
zmarszczek. Srednia dtugos¢ zmarszczek zmniejszyta sie o ok. 1 do 9%,
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a najwiekszy efekt widoczny byt dla emulsji zawierajgcej lakton dehydrokostusowy
w nanoczgstkach lipidowych (E2-NL, 8,7%). W odniesieniu do gtebokosci
zmarszczek takze najwiekszy spadek odnotowano dla tej emulsji (9,3%), co moze
Swiadczy¢ o skuteczniejszym przenikaniu i dziataniu bioaktywnym laktonow
w formie enkapsulowane;j.

Zarowno w grupie emulsji, jak i oleozeli, najwiekszg poprawe kondycji skory
zaobserwowano w przypadku preparatéow zawierajgcych nanoczastki lipidowe
z laktonem dehydrokostusowym. Wyniki te wskazujg, ze zastosowanie laktonéw
seskwiterpenowych w formie enkapsulowanej w nanonosnikach lipidowych nie
tylko zwieksza ich biodostepnos¢, lecz takze wydtuza efekt dziatania
przeciwzmarszczkowego. Mechanizm ten mozna przypisaC zwiekszonej retencji
lipidow w warstwie rogowej oraz powolnemu, kontrolowanemu uwalnianiu
substancji aktywnych.

Wyniki obrazowania powierzchni (makrorzezby) skéry wskazaty, ze zarowno
oleozele, jak i emulsje zawierajgce nanoczgstki lipidowe =z laktonami
seskwiterpenowymi wykazujg wyrazny efekt redukcji zmarszczek. Zmniejszeniu
ulegta powierzchnia, dlugosc¢ oraz gtebokos¢ zmarszczek w porownaniu z probami
kontrolnymi. Najsilniejsze dziatanie obserwowano dla formulacji z laktonem
dehydrokostusowym w postaci SLN, co moze by¢ zwigzane z jego zdolnoscig do
stymulowania syntezy kolagenu oraz neutralizacji reaktywnych form tlenu. Z kolei
dodatek kostunolidu wykazywat bardziej rownomierne dziatanie wygtadzajgce,
prowadzace do poprawy tekstury skory. Zjawisko to znajduje potwierdzenie
w literaturze, gdzie laktony seskwiterpenowe sg opisywane jako zwigzki
modulujgce aktywnos¢ fibroblastow, wptywajgce na ekspresje metaloproteinaz
i biatek macierzy pozakomorkowej [196]. Ich zastosowanie w nanonosnikach
lipidowych pozwala dodatkowo zwiekszy¢ biodostepnos¢ i ograniczy¢ ewentualne
dziatanie draznigce.

Analiza zmian parametréw topografii skory

Badanie parametrow SELS umozliwito ocene wptywu badanych emulsji na
topografie powierzchni skory. Analizowano cztery podstawowe wskazniki: SEr
(szorstkosc), SEsc (suchosc i tuszczenie naskorka), SEw (zmarszczki) oraz SEsm
(gtadkos¢ powierzchni). Wyniki przedstawiono jako procentowa zmiana
parametréw wzgledem stanu wyjsciowego (tydzien 0) po 8 tygodniach stosowania.
oleozeli (rys. 7.38) i emulsji (rys. 3.39) zawierajacych kostunolid i lakton
dehydrokostusowy.
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Rys. 7.38. Zmiany parametrow makrorzezby skoéry wyznaczone dla przygotowanych oleozeli w toku
badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8)
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W przypadku stosowania oleozelu bazowego (O) obserwowano niewielkie, lecz
korzystne zmiany wszystkich parametrow. Wartosci SEr i SEsc zmniejszyly sie
odpowiednio o 6,3% i5,4%, co Swiadczy o lekkim wygtadzeniu powierzchni
naskorka oraz ograniczeniu przesuszenia. Zmniejszenie SEw o 4,2% wskazuje na
delikatny efekt przeciwzmarszczkowy, natomiast spadek SEsm o 3,1% potwierdza
subtelng poprawe gtadkosci skory. Efekt ten mozna przypisa¢ okluzyjnym
wiasciwosciom ukfadu zelowego, ktéry redukuje transepidermalng utrate wody,
lecz nie zawiera substancji aktywnych intensyfikujgcych procesy regeneracyjne.

Dodatek kostunolidu do oleozelu (O-K) istotnie nasilit pozytywne zmiany
w strukturze skory. Obnizenie wartosci SEr o 12,7 % i SEsc o 15,2 % wskazuje na
poprawe nawilzenia i zmniejszenie suchosci naskorka, co koreluje z wczesniej
obserwowanym korzystnym wptywem kostunolidu na parametry TEWL i nawilzenia.
Wartos¢ SEw zmniejszyta sie o 6,8 %, co sugeruje, ze dziatanie
przeciwzmarszczkowe tej formulacji ma charakter wtorny — wynikajgcy gtownie
z poprawy nawodnienia warstwy rogowej. Zmniejszenie SEsm o 8,4% potwierdza
efekt wygtadzajgcy powierzchnie skory.

W przypadku oleozelu z laktonem dehydrokostusowym (O-L) spadek parametrow
SEr 0 8,5% i SEsc 0 9,1% byly umiarkowane, natomiast wyrazne obnizenie SEw o
6,4% wskazuje na silniejsze dziatanie przeciwzmarszczkowe tej substancji. Spadek
SEsm o 10,2% potwierdza, ze lakton dehydrokostusowy sprzyja poprawie
topografii skory, wptywajac na jej wyrownanie powierzchni. Mechanizm ten moze
wynikaC z wiasciwosci tej grupy laktonow seskwiterpenowych, ktére modulujg
aktywnosc¢ enzymow metaloproteinaz i pobudzajg procesy regeneracyjne w skorze
wiasciwej, 0 czym wspomniano wczesniej.

Wprowadzenie nanoczgstek lipidowych bez substancji aktywnych (O-SLN) do
oleozelu istotnie poprawito jego witasciwosci powierzchniowe. Dla formulacji
wartosci SEr i SEsc obnizyty sie odpowiednio 0 10,2% i 12,3%, a SEw 0 8,6%, przy
rownoczesnym spadku SEsm o 6,5%. Zmiany te mozna ttumaczy¢ zdolnoscig

141|Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [WYNIKI BADAN | DYSKUSJA]

nanoczastek lipidowych do tworzenia na powierzchni skoéry cienkiej,
potprzepuszczalnej warstwy lipidowej, ktdra ogranicza utrate wody i zwieksza
elastycznosc naskorka.

Zastosowanie aktywnych substancji w postaci inkorporowanej do nanoczgstek
wzmochnito te efekty. W przypadku oleozelu z kostunolidem w nanonosnikach (O-
NK) redukcja SEr i SEsc wyniosta odpowiednio 18,4% i22,1%, co swiadczy
0 znacznym ograniczeniu chropowatosci i suchosci skory. Niewielki spadek SEw
0 10,5% przy jednoczesnym spadku SEsm o 13,7% wskazuje, ze kostunolid
w formie SLN dziata gtéwnie poprzez poprawe funkcji barierowej i utrzymanie
prawidtowego poziomu hydratacji naskorka. Podobny trend opisano w badaniach
nad uktadami SLN zawierajgcymi tokoferol i koenzym Q10, ktére po 6-8 tygodniach
aplikacji powodowaty redukcje SEsc 0 20-25%.

Najbardziej znaczace zmiany topografii skory odnotowano dla oleozelu z laktonem
dehydrokostusowym w nanoczastkach lipidowych (O-NL). Po osmiu tygodniach
stosowania wartoS¢ SEw ulegta redukcji o 24,3%, co potwierdza silne dziatanie
przeciwzmarszczkowe tej formulacji. Jednoczesnie SEr i SEsc obnizyly sie
odpowiednio 0 15,6% i 17,8%, a SEsm spadto az 0 17,9%. Tak wyrazny efekt moze
wynikac z synergicznego dziatania laktonu i nanostruktury lipidowej, ktéra zwieksza
jego penetracje przez warstwe rogowg i wydtuza czas kontaktu z powierzchnig
skory, umozliwiajgc stopniowe uwalnianie substancji aktywne;.

mE2 wE2-K mE2-L mE2-SLN mE2-NK mE2-NL

SEsm SEw SEr SEsc

24 I
—3,7
-6,8 6
-8,9

Rys. 7.39. Zmiany parametrow topografii skory wyznaczone dla przygotowanych emulsji w toku
badan in vivo (dane wyrazone jako zmiana procentowa t0-t8).
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Stosowanie emulsji bazowej (E2) wykazat umiarkowane, korzystne zmiany
w topografii skory. Zmniejszenie wartosci parametréow SEr i SEsc sSwiadczyto
o delikatnym wygtadzeniu powierzchni naskérka oraz poprawie jego kondyciji,
natomiast nieznaczny spadek SEw sugerowat tagodng redukcje drobnych
zmarszczek powierzchniowych. Parametr SEsm pozostat natomiast zblizony do
wartosci wyjsciowej, co wskazuje, ze sama baza emulsyjna nie wywotywata
znaczacej przebudowy struktury skory, a obserwowany efekt byt gtéwnie wynikiem
poprawy uwodnienia i elastycznosci warstwy rogowe;j.
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Dodatek substancji aktywnych w formie wolnej wptynat na bardziej wyrazne zmiany.
W przypadku emulsji zawierajgcej kostunolidu (O-K) odnotowano istotne obnizenie
wartosci SEr i SEsc, siegajgce okoto 15-20%, co potwierdza korzystny wptyw tego
zwigzku na stan bariery hydrolipidowej i ograniczenie suchosci skory. Zmniejszenie
SEw byto umiarkowane, co sugeruje, ze efekt wygtadzenia powierzchni wynikat
gtéwnie z poprawy nawilzenia. Natomiast emulsja z laktonem dehydrokostusowym
wykazata wyrazniejsze obnizenie wartosci SEw, dochodzace do ok. 18%, przy
jednoczesnej umiarkowanej redukcji SEr i SEsc. Oznacza to, ze lakton dziatat
przede wszystkim przeciwzmarszczkowo, wptywajgc na poprawe elastycznosci
i napiecia skory, co jest zgodne z jego aktywnoscig biologiczng obserwowang
w innych badaniach.

Zdecydowanie silniejsze efekty odnotowano po wprowadzeniu nanoczgstek
lipidowych bez substancji aktywnych do uktadéw emulsyjnych. Emulsja bazowa
(E2-SLN) z nosnikiem lipidowym wykazywata zauwazalne obnizenie wartosci SEr
i SEsc (o okoto 15-20%), co mozna wigza¢ z tworzeniem cienkiej, okluzyjnej
warstwy lipidowej na powierzchni naskorka, ograniczajgcej transepidermalng
utrate wody i poprawiajgcej elastycznos¢ skory. Dla ukfadu z kostunolidem
w nanoczagstkach (E2-NK) obnizenie parametrow SEr i SEsc bylo jeszcze
wyrazniejsze, siegajac 25%, co swiadczy o synergicznym dziataniu aktywne;j
substancji i nosnika lipidowego w zakresie regeneracji bariery ochronnej.
Obserwowano rowniez umiarkowany spadek SEw, potwierdzajgcy dodatkowy efekt
wygtadzajgcy powierzchnie skory.

Najbardziej znaczagcg poprawe topografii uzyskano jednak w przypadku emulsji
z laktonem dehydrokostusowym) enkapsulowanym w nanoczastkach lipidowych
(E2-NL). Wartosci SEw obnizyty sie o okoto 24%, a SEr i SEsc o 16-20%, co
wskazuje na istotng redukcje zmarszczek i wyrownanie powierzchni skory.
Jednoczesnie spadek SEsm o okoto 9% potwierdza, ze struktura naskorka stata sie
bardziej jednorodna i gtadsza. Wyniki te potwierdzaja, ze zastosowanie laktonu
dehydrokostusowego w formie nanonosnika znaczgco poteguje jego dziatanie
przeciwstarzeniowe, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi dotyczacymi
innych substancji aktywnych o podobnym mechanizmie dziatania [149].

Podsumowujgc, uzyskane wyniki potwierdzaja, ze zastosowanie laktonéw
seskwiterpenowych, zwiaszcza w formie enkapsulowanej w nanoczgstkach
lipidowych, korzystnie wptywa na topografie skory. Kostunolid wykazywat silniejsze
dziatanie nawilzajgce i wygtadzajgce (redukcja SEr i SEsc), natomiast lakton
dehydrokostusowy dziatat efektywniej w zakresie redukcji zmarszczek (spadek
SEw i SEsm). W obu przypadkach uzycie nosnikow lipidowych wzmocnito
obserwowane efekty, co wskazuje na ich duzy potencjat aplikacyjny w kosmetologii
przeciwstarzeniowej.
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Analiza wynikdw subiektywnej oceny testowanych preparatéw

W celu uzupetnienia wynikbw badan instrumentalnych przeprowadzono
subiektywng ocene witasciwosci testowanych preparatow przez ochotnikow.
Analiza ankiet pozwolita na okreslenie poziomu akceptacji sensorycznej
poszczegolnych formulacji oraz ich wptywu na odczuwany komfort stosowania, co
stanowi istotne uzupetnienie oceny skutecznosci i jakosci kosmetycznej badanych
uktadow. Wyniki przedstawiono jako wartosci subiektywnego odczucia w skali (O-
5) po 8 tygodniach stosowania oleozeli zawierajgcych kostunolid i lakton
dehydrokostusowy w formie klasycznej (rys. 7.40), oleozeli zawierajgcych
kostunolid i lakton dehydrokostusowy w formie z zliofilizowanymi nanoczgstkami
lipidowymi (rys. 7.41), emulsji zawierajgcych kostunolid i lakton dehydrokostusowy
w formie klasycznej (rys. 7.42), emulsji zawierajgcych kostunolid i lakton
dehydrokostusowy w formie z zliofilizowanymi nanoczgstkami lipidowymi (rys.
7.43).
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Rys. 7.40. Wyniki subiektywnej oceny testowanych oleozeli, zawierajgcych substancje aktywne
w formie klasycznej (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikowz+ odchylenie standardowe).
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Rys. 7.41. Wyniki subiektywnej oceny testowanych oleozeli z liofilizowanymi nanoczastkami
lipidowymi (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikéwz+ odchylenie standardowe).
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Rys. 7.42. Wyniki subiektywnej oceny testowanych emulsji 2, zawierajgcych substancje aktywne
w formie klasycznej (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikow+ odchylenie standardowe).
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Rys. 7.43. Wyniki subiektywnej oceny testowanych emulsji 2 z wodng dyspersjg nanoczgstek
lipidowych (dane wyrazone jako srednia uzyskanych wynikéw+ odchylenie standardowe.

Analiza ankiet przeprowadzonych wsrdd uczestnikow badan aplikacyjnych
wykazata, ze wszystkie opracowane formulacji, zarowno emulsje, jak i oleozele,
charakteryzowaty sie bardzo dobrg akceptacja sensoryczng (rys. 7.40, 7.41, 7.42
i 7.43). Ochotnicy oceniali preparaty jako fatwe w aplikacji, o przyjemnej
konsystencji i odpowiednim czasie wchtaniania, co potwierdza wiasciwe
zrownowazenie ich faz oraz stabilnos¢ fizykochemiczna.

Zarowno formulacje klasyczne, jak i te zawierajgce substancje aktywne — kostunolid
oraz lakton dehydrokostusowy - byly dobrze tolerowane i nie powodowaty
niepozgdanych reakcji skornych. Preparaty z kostunolidem czesciej okreslano jako
bardziej nawilzajgce i wygtadzajgce, natomiast formulacje 2z laktonem
dehydrokostusowym kojarzono z efektem rozswietlenia i poprawg kolorytu skoéry,
co jest zgodne z wynikami pomiarow instrumentalnych (nawilzenia, TEWL
i kolorymetrii).
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Wprowadzenie nanoczastek lipidowych (SLN) wptyneto korzystnie na odbidr
sensoryczny preparatbw - uczestnicy badania podkreslali ich wiekszg
jednorodnosc¢, aksamitnos¢ i komfort aplikacji, co potwierdza wysokg stabilnosc
i biozgodnosc¢ tych uktadow. Otrzymane wyniki wskazujg, ze zastosowanie SLN nie
tylko zwieksza efektywnos¢ dziatania substancji aktywnych, ale rowniez poprawia
wiasciwosci uzytkowe, co moze stanowi¢ istotny atut w projektowaniu
nowoczesnych dermokosmetykdw o wysokiej skutecznosci i akceptowalnosci.

Uzyskane  wyniki potwierdzajg ~ wysoka  skutecznoS¢  zastosowania
nanostrukturalnych nosnikow lipidowych w kosmetykach przeciwstarzeniowych.
Formulacje z laktonami seskwiterpenowymi wykazujg dziatanie wielokierunkowe:
poprawiajg nawilzenie, redukujg zmarszczki, a jednoczesnie zwiekszajg komfort
aplikacji. Wyniki te wpisujag sie w aktualne trendy kosmetologii ukierunkowanej na
tzw. ,zielong nanotechnologie”, 1tgczacg naturalne zwigzki bioaktywne
z zaawansowanymi systemami dostarczania substancji czynnych.

Zastosowanie  laktonow  seskwiterpenowych  (kostunolidu i  laktonu
dehydrokostusowego) w formulacjach kosmetycznych wptywa korzystnie na
parametry biometryczne skoéry — w szczegolnosci zwigeksza jej nawilzenie
i gtadkos¢. Inkorporacja tych zwigzkéw do nanoczgstek lipidowych (SLN) znaczaco
poteguje ich skutecznos¢, zapewniajgc stabilnos¢, kontrolowane uwalnianie
i lepszg biodostepnos¢ w naskorku. Preparaty z SLN wykazujg wyrazne dziatanie
przeciwzmarszczkowe juz po osmiotygodniowej aplikacji. Oleozele i emulsje
z laktonami  seskwiterpenowymi cechujg sie bardzo dobrg tolerancjg
dermatologiczng i wysokg akceptacjg sensoryczng, co czyni je obiecujgcymi
kandydatami do wdrozen kosmetycznych typu anti-aging. Uzyskane wyniki
potwierdzajg zasadnosc dalszych badan nad wykorzystaniem naturalnych laktonow
seskwiterpenowych jako bioaktywnych sktadnikbw w nanostrukturalnych
systemach nosnikowych, w tym nad optymalizacjg ich stezen, stabilnosci oraz
kinetyki przenikania przez skore.
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8. Podsumowanie i wnioski

Praca doktorska koncentruje sie na opracowaniu, charakterystyce i ocenie
wiasciwosci nanoczgstek lipidowych zawierajgcych biologicznie czynne laktony
seskwiterpenowe — kostunolid i lakton dehydrokostusowy — oraz na zastosowaniu
ich w formulacjach kosmetycznych. Projekt badawczy obejmowat wszystkie etapy
opracowania nosnikdw: od syntezy i optymalizacji ich sktadu, przez badania
stabilnosci, enkapsulacji i uwalniania, az po ocene wifasciwosci biologicznych
i fektywnosci preparatéw kosmetycznych in vivo:

1. Etap przygotowania nanoczgstek lipidowych

Ostatecznie opracowano szes¢ wariantow dyspers;ji lipidowych réznigcych sie
zarowno metodg syntezy, jak i obecnoscig substanciji aktywnej.

2. Charakterystyka fizykochemiczna nanoczgstek

Opracowane nosniki zostaty kompleksowo scharakteryzowane z wykorzystaniem
metod instrumentalnych:

= DLS/ELS - okreslenie Sredniej wielkosci czastek, polidyspersyjnosci
i potencjatu zeta, pozwalajgcych na ocene stabilnosci uktadéw w czasie (1,
71 30 dni),

= TEM - analiza morfologii i ksztattu nanoczgstek, potwierdzajgca ich kulista,
gtadka strukture i rownomierne rozproszenie,

= DSC -identyfikacja przemian fazowych i polimorficznych matrycy lipidowe;j,

= XRD - analiza stopnia krystalicznosci i struktury wewnetrznej lipidow,

= HPLC - ocena efektywnosci enkapsulacji laktonéw seskwiterpenowych.

Zastosowanie metod termicznych i rentgenowskich wykazato, ze proces
nanoskalowania prowadzi do powstania bardziej amorficznej struktury lipidowej, co
sprzyja lepszemu wigzaniu substancji czynnych. Wyniki HPLC potwierdzity wysokg
efektywnos¢ enkapsulacji (>90%), co wskazuje na skutecznoS¢ obu metod,
szczegolnie w przypadku emulsji wielokrotnych (W/O/W).

3. Preparatyka formulacji kosmetycznych

Kolejnym etapem byta inkorporacja otrzymanych nanoczgstek lipidowych do
formulacji kosmetycznych. Opracowano cztery rodzaje podtozy:

= emulsje typu O/W (otrzymywane metodg ,,na zimno” i ,,na gorgco”),
= oleozel,
= hydrozel.

Kazdy typ formulacji przygotowano w wersji:

= bez substancji aktywnej,
= z dodatkiem wolnych laktonéw seskwiterpenowych,
=z laktonami w postaci inkorporowanej w nanoczgstkach lipidowych.

Zachowano odpowiedni dobor emulgatorow, zagestnikow i konserwantow, a sktad
podtozy zoptymalizowano tak, by zapewni¢ stabilnos¢ fizyczng oraz zgodnosc
chemiczng z substancjami aktywnymi.
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4. Charakterystyka i stabilnos¢ formulacji kosmetycznych
Badania obejmowaty ocene:

pH, lepkosci i rozktadu wielkosci czastek stabilnosci w tescie wirbwkowym oraz
stabilnosci chemicznej laktonéw w czasie z wykorzystaniem techniki HPLC.

Formulacje utrzymano w temperaturach 4°C, 25°C i 40°C przez 90 dni. Wyniki
wykazaty wysokg stabilnos¢ uktadow, szczegolnie tych zawierajgcych nanoczastki
lipidowe. Obecnos¢ SLN ograniczata procesy rozwarstwienia i krystalizacji oraz
zapobiegata degradacji aktywnych laktonow, co potwierdzono chromatograficznie.

5. Badania uwalniania substanc;ji aktywnych

Zastosowano metode in vitro z uzyciem aparatu topatkowego (i bton celulozowych,
w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Analiza HPLC probek ptynu
akceptorowego wykazata, ze nanoczastki lipidowe znaczgco modyfikujg profil
uwalniania — substancje aktywne sg uwalniane w sposéb kontrolowany, z wyraznie
wydtuzonym czasem poétuwalniania w poréwnaniu do laktonow w wolnej postaci.

6. Ocena aktywnosci antyoksydacyjne;j

Aktywnosc¢ przeciwutleniajgcg badanych laktonow oceniono dwoma metodami:
DPPH, ABTS. Uzyskane wyniki wskazaty, ze oba laktony wykazujg umiarkowana,
ale znaczacg aktywnosc¢ antyoksydacyjng, z przewaga kostunolidu. Wtaczenie ich
do nanostruktur lipidowych zwiekszyto stabilnos¢ i efektywnos¢ dziatania
w ukfadach kosmetycznych. Zaplanowane byto uzycie metody Folina—Ciocalteu
oraz FRAP, ale zastosowane testy nie okazaty sie wlasciwe do badania tego typu
substanciji.

7. Badania aplikacyjno-aparaturowe in vivo

W ramach koncowego etapu przeprowadzono czterotygodniowe badania
aplikacyjne na grupie 80 ochotniczek, zgodnie z zasadami bioetyki (Uchwata
Komisji Bioetycznej 2018). Oceniano m.in.:

= nawilzenie (Corneometer® CM 825),

= przeznaskérkowg utrate wody — TEWL (Tewameter® TM 300),
= zawartos¢ melaniny i zaczerwienienia (Mexameter® MX 18),

= koloryt skory (Colorimeter® CL 400),

= topografie i makrorzezbe skoéry (Visioscan®, Visioline®).

Po 8 tygodniach stosowania odnotowano istotng poprawe nawilzenia, elastycznosci
i kolorytu skéry oraz spadek wartosci TEWL, szczegdlnie w przypadku preparatow
zawierajgcych laktony w nanoczgstkach lipidowych. Subiektywna ocena
uzytkowniczek potwierdzita wysokg akceptowalnos¢ sensoryczng i skutecznosc
produktéw.
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Whnioski koncowe

1. Opracowano skuteczng metodyke otrzymywania nanoczastek lipidowych
z uzyciem lipidow i surfaktantéw, zapewniajgcag powtarzalnos¢ procesu, wysokg
stabilnos¢ dyspersji oraz parametry czgstek sprzyjajgce aplikacji dermatologiczne;j.

2. Laktony seskwiterpenowe (kostunolid i lakton dehydrokostusowy) mogg by¢
z powodzeniem inkorporowane do matrycy lipidowej, tworzac stabilne uktady
o wiasciwosciach amorficznych, co umozliwia ich kontrolowane uwalnianie oraz
ochrone przed degradacjs.

3. Proces enkapsulacji w SLN znaczaco zwieksza stabilnos¢ fizykochemiczng
i trwatos¢ laktondw, zwtaszcza podczas przechowywania w temperaturze 4°C
i pokojowej. Zjawisko to nie zachodzi jednak w warunkach stresu termicznego
(40°C), co wskazuje na koniecznos¢ dalszej optymalizacji profilu lipidowego
i wprowadzenia dodatkowych antyoksydantéw.

4. Mechanizm uwalniania zwigzkéw aktywnych z nanoczastek lipidowych ma
charakter kontrolowany i rozni sie istotnie od szybkiego uwalniania
obserwowanego w emulsjach klasycznych. Umozliwia to uzyskanie dtugotrwatego
efektu dziatania preparatu kosmetycznego i ograniczenie strat substancji aktywnej.

5. Zarowno kostunolid, jak i lakton dehydrokostusowy wykazujg wysokag
aktywnosc¢ biologiczng, potwierdzong w testach in vitro i in vivo. Preparaty
zawierajgce te zwigzki poprawiajg nawilzenie skory, obnizajag TEWL oraz wptywajg
na wzrost jej elastycznosci i wygtadzenie powierzchni, co swiadczy o ich potencjale
przeciwstarzeniowym.

6. Nanostrukturalne formulacje kosmetyczne z laktonami seskwiterpenowymi
sg bezpieczne dermatologicznie, nie powodujg podraznien ani reakcji alergicznych,
a ich wifasciwosci sensoryczne uznano za bardzo dobre. Uzyskane efekty
potwierdzaja mozliwos¢ ich praktycznego wykorzystania w przemysle
kosmetycznym.

7. Zastosowanie nanotechnologii w kosmetologii otwiera nowe mozliwosci
wykorzystania naturalnych substancji bioaktywnych, dotychczas ograniczanych
przez stabg rozpuszczalnos¢ i niestabilnos¢. Opracowane formulacje stanowig
przyktad efektywnego potaczenia nowoczesnych technologii z zasadami
zrownowazonego rozwoju i ekologicznego projektowania produktow.

8. Uzyskane wyniki majg charakter aplikacyjny i wdrozeniowy — opracowane
formulacje mogg stanowi¢ podstawe do tworzenia innowacyjnych kosmetykow
anti-aging o przedtuzonym dziataniu, opartych na naturalnych skfadnikach
aktywnych i bezpiecznych dla srodowiska systemach nosnikowych.

9. Wyniki badan wskazujg na potrzebe dalszej optymalizacji sktadu lipidowej
matrycy, proporcji surfaktantow oraz warunkéw enkapsulacji, jak rowniez
rozszerzenia badan o inne grupy naturalnych substancji biologicznie czynnych.
W dalszej perspektywie celowe jest takze przeprowadzenie badan kinetyki
przenikania przezskornego oraz modelowania mechanizmow dyfuzji.
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12. Zalaczniki

Zatacznik 1

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY
NA UDZIAL W BADANIU APLIKACYJNYM

(imi¢ i nazwisko) (wiek)
wyrazam zgode¢ na udzial w badaniu zwigzanym z testowaniem oleozeli o wlasciwosciach

rozjasniajacych skore dtoni.

Os$wiadczam, ze:

= otrzymatam pisemng oraz ustng informacj¢ na temat celu powyzszego badania,
czasie trwania oraz sposobie jego przeprowadzenia (w tym moich obowigzkéw
jako probanta),

= zostalam poinformowana o mozliwosci wystgpienia niepozadanych odczynéw
skornych podczas testowania preparatow kosmetycznych,

= jestem $wiadoma przystugujacego mi prawa do odstgpienia od udzialu w badaniu,
bez podania przyczyny, na kazdym jego etapie,

= zgadzam si¢, aby informacje dotyczace stanu skory, uzyskane w wyniku badania,
zostaly wykorzystane w pracy badawczej,

= uzyskatam zapewnienie, ze moje dane nie zostang wykorzystane do celéw innych

niz strefa badawcza.

Niniejszym wyrazam pelna, Swiadoma i dobrowolna zgode¢ na udzial w ww. badaniu.

miejscowos¢, data czytelny podpis

167|Strona



[PRACA DOKTORSKA] | [ZALACZNIKI]

Zalacznik 2

Imie¢ i Nazwisko osoby badane;j

OSWIADCZENIE BADANEGO - zgoda na przyjecie warunkéw ubezpieczenia

Niniejszym o$wiadczam, ze zostalem/am szczegdétowo poinformowany/na o warunkach
ubezpieczenia mojego udzialu w badaniu pt. ,,Ocena skuteczno$ci dzialania preparatow

o wlasciwosciach rozjasniajacych skore dloni” i przyjmuje te warunki.

podpis badacza podpis badanego
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Zatacznik 3

Imie¢ i Nazwisko osoby badane;j

OSWIADCZENIE BADANEGO - zgoda na przetwarzanie danych

Wyrazam zgodg¢ na przetwarzanie moich danych osobowych zgodnie z art. 24 ust. 1 ustawy
z dnia 29 sierpnia 1997 r. o ochronie danych osobowych (tekst jednolity: Dz.U. z 2016 poz. 922
zpoézn. zm.) w zakresie niezbednym do realizacji projektu badawczego pt. ,,Ocena

skutecznosci dzialania preparatéw o wlasciwosciach rozjasniajacych skore dloni”.

Rozumiem, ze posiadam prawo do dostgpu do tresci swoich danych oraz mam mozliwos$¢

ich poprawiania.

podpis badacza podpis badanego
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Zatacznik 4
KWESTIONARIUSZ ANKIETY

Prosz¢ o wypehienie ankiety, ktorej celem jest blizsze poznanie Pani stanu skory, zasad
jej codziennej pielegnacji, aktywnosci fizycznej oraz sposobu odzywiania. Pozwoli nam to
na lepsza i doktadniejsza analiz¢ wynikdw uzyskanych w toku badan aparaturowych
realizowanych w ramach pracy dyplomowej w Zakladzie Chemii Stosowanej na

Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

1. Ile Pani ma lat?

2.W jakich warunkach Pani pracuje?

0] pomieszczenie klimatyzowane (biuro)

0] pomieszczenie nieklimatyzowane (biuro)

0 praca w terenie (na §wiezym powietrzu)

LHINNE,taKIC JAK. ..o v ettt e
3.W skali | — 5 jak Pani ocenia swoj sposob zywienia?

o1 o2 O3 0O4 0OS

Bardzo zty Bardzo dobry

4. Czy korzysta Pani z suplementow diety?

O tak

O nie

JeS11 tak, t0 JAKICR?..c..eiiiiieiiee et et ens
5.Czy pali Pani papierosy?

O tak

O nie

O okazyjnie
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6. z jakich uzywek Pani korzysta? Mozna wybra¢ wigcej niz jedng odpowiedz.
LI kawa
L] herbata
1 alkohol
L] napoje energetyczne
LI inne, tak JaK.......ooiii i e
7.W jakim stopniu (w skali 1 — 5) okreslitaby Pani swojg aktywno$¢ fizyczng?
o1 o2 0O3 0O4 OS5
Prawie brak Bardzo duza

8. W jakim stopniu (w skali 1 — 5) okreslitaby Pani swoja odporno$¢ na sytuacje

stresujace?
01 02 O3 0O4 0OSs

Bardzo mata Bardzo duza

9. Jaki jest Pani naturalny kolor wlosow?
L1 bardzo jasne lub rude

L1 blond lub jasnobrgzowe

O ciemny blond, brazowe do kasztanowych
LI ciemnobrgzowe do czarnych

10. Jaki jest Pani kolor oczu?

[ jasnoniebieskie

O ciemniejsze niebieskie, zielone lub szare
[ jasnobrazowe, zielonobrazowe

LI ciemnobrgzowe do czarnych

11. Jaka jest Pani skora przed opalaniem?
0 bardzo jasna

O jasna, lekko zar6zowiona
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O $rednio jasna, bezowa

[ jasnobrazowa, o odcieniu oliwkowym

12. Czy na Pani ciele wystepuja piegi?

[ tak, bardzo duzo, na calym ciele

O duzo

O w niektorych miejscach

0 prawie wcale

13. Jak zachowuje si¢ Pani skora po kontakcie ze stoncem?

0 od razu staje si¢ czerwona, nigdy si¢ nie opala

L1 czesto ulega ,,spaleniu”, bragzowieje tylko w niektdrych czgéciach ciata
L] tatwo si¢ opala, raczej w caloéci brazowieje, a oparzenia zdarzaja si¢ rzadko i nie sg
cigzkie

L1 szybko staje si¢ gleboko bragzowa

Kwestionariusz dotyczy badanego obszaru ciala, tzn. zewnetrznej skéry dloni.

Odpowiadajac na ponizsze pytania, prosze skupi¢ sie na analizie danego obszaru.

14. Czy na badanym obszarze skory w ciggu ostatnich 6 miesig¢cy stosowata Pani preparaty

lecznicze?
[ tak
[ nie

Jesli tak, to jakie?

15.Czy na badanym obszarze skory w ciggu ostatnich 6 miesigcy korzystata Pani

z zabiegéw w salonie kosmetycznym?
L tak

[ nie
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Jeslitak, to JaKiCh? ... .o

16. Czy w trakcie wykonywanej pracy codziennie przebywa Pani w rekawiczkach?
O tak, kilka godzin dziennie

L tak, okazyjnie

L nie

17. Czy korzysta Pani codziennie z plynow do dezynfekcji/antybakteryjnych na badanym

obszarze ciata?

O tak, kilkanascie razy dziennie

L tak, okazyjnie

O nie

18. Czy korzysta Pani z lampy UV podczas manicure?
L tak

O nie

Jesli tak, prosze okre$lic czestotliwosE: ..o
19. Czy korzysta Pani z solarium?

L tak

O nie

Jesli tak, prosze okresli¢ czestotliwosc:

20. Czy posiada Pani objawy melasmy skoérnej?
O tak, mam duzo tego typu przebarwien
O tak, mam pojedyncze zmiany

[ nie
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21. Czy posiada Pani objawy bielactwa?
L tak, duzo tego typu przebarwien

O tak, pojedyncze zmiany

O nie

22. Jakich preparatow uzywa Pani do pielegnacji badanego obszaru ciala? Prosze
zaznaczy¢ (mozna wybra¢ wigcej niz jedng odpowiedz) i okreslic czestotliwosée

stosowania:

O krem do rak

L peeling do skory

L] maski

O serum

LI rekawiczki pielegnujace

O inne, takie jak

23. w jakim stopniu (w skali 1 - 5) Pani skora na badanym obszarze ciata jest wrazliwa?
o1 oO2 O3 0O4 Os

Niewrazliwa Bardzo wrazliwa

24. Jakie czynniki powoduja u Pani nadmierng reaktywnos¢ skory? (mozna wybraé wiecej

niz jedng odpowiedz)
0 Zadne
0] wahania temperatury

O wiatr
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0] promieniowanie stoneczne
0] zanieczyszczenia powietrza
L] bodZce mechaniczne (np. pocieranie)
O kosmetyki

O inne, jakie

25. Czy stosuje Pani preparaty kosmetyczne z filtrem SPF na badanym obszarze ciata?
O tak
O nie

Jezeli na powyzsze pytanie udzielita Pani odpowiedzi NIE, prosz¢ poming¢ pytanie 25.1.

oraz 25.2.

25.1 W jakich sytuacjach uzywa Pani preparatow kosmetycznych z filtrem SPF na

badanym obszarze ciata?

0 przez caty rok

O w okresie wiosenno-letnim

O tylko w trakcie opalania

0 podczas stosowania lampy UV przy manicure

25.2 W jakim przedziale miesci si¢ warto§¢ SPF stosowanych przez Panig preparatow?

0] mniej niz 15

O15-30
O30-50
O 50+

26. W jaki sposob (stopien tatwosci w skali 1 — 5) opala si¢ Pani skora na badanym

obszarze ciala bez zastosowania preparatu kosmetycznego z filtrem SPF?

o1 o2 0O3 0O4 OS5

Woeale si¢ nie opala Zawsze mocno si¢ opala
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27. W jaki sposob reaguje Pani skora na badanym obszarze ciata na zbyt dtugi kontakt ze
stoncem bez zastosowania preparatu kosmetycznego z filtrem SPF? (mozna wybra¢ wigcej

niz jedng odpowiedz)?

0 zaczerwienieniem

0] oparzeniami

0 tuszczeniem si¢ skory

O brak jakichkolwiek zmian

28. Jak czesto wystgpuja u Pani oparzenia bedace wynikiem ekspozycji na stonce bez

zastosowania preparatu kosmetycznego z filtrem SPF?
0] prawie zawsze
L] czesto

O rzadko

O nigdy
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Zatacznik 5
MATERIALY INFORMACYJNE DLA PROBANTOW
BIORACYCH UDZIAL w BADANIU APLIKACYJNYM
CEL BADANIA

Celem przeprowadzanego badania jest okreslenie skutecznosci dziatania i sprawdzenie

stanu skory dtoni po aplikacji nastgpujacych kosmetykow:
1. Preparat nr 1

2. Preparat nr 2

3. Preparat nr 3

CZAS TRWANIA BADANIA

8 tygodni

SPOSOB PRZEPROWADZENIA BADANIA

Przed pierwsza aplikacja testowanych kosmetykow przeprowadzona zostanie ocena stanu
skory, z wykorzystaniem nieinwazyjnych metod badania, za pomoca specjalistycznej
aparatury pomiarowej firmy Courage&Khazaka Electronic GmbH (Niemcy) polaczonej
z sondami do pomiaru transepidermalnej utraty wody (tewametr), nawilzenia (korneometr)
oraz zawartosci melaniny ihemoglobiny (meksametr/kolorymetr). Nast¢pnie zostang
wyznaczone parametry topografii skory tj. szorstkos¢, gtadkosé, ztuszczenie oraz zostanie
wykonana makrorzezba skory, na ktorej podstawie mozliwe jest oznaczenie catkowitej
powierzchni zmarszczek, S$redniej dilugosci oraz glebokosci zmarszczek. Probant
poproszony zostanie o wypelnienie kwestionariusza dotyczacego, m.in. jego nawykow
pielegnacyjnych, probleméw skoérnych oraz ogélnego stanu zdrowia.

ZASADY APLIKACJI:

Otrzymany preparat w strzykawce o obje¢tosci 1 mL nalezy codziennie wieczorem
umies$ci¢ w miejscu aplikacji na zewngtrznej czgsci
dloni w ilosci odpowiadajacej jednej jednostce

umownej na skali strzykawki.
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Preparat nr 1 nakladamy na lewa potowe lewej dtoni.

Preparatnr 2 naktadamy na prawg polowg lewej dtoni.
Preparat nr 3 nakladamy na lewa potowe prawej dtoni.

W trakcie trwania badan aplikacyjnych, przeprowadzona zostanie ocena kondycji skoéry po

pierwszym tygodniu, miesigcu i dwdch miesigcach z uzyciem ww. aparatury. Spotkania

odbywac si¢ beda w terminach dogodnych dla probanta, ustalonych w porozumieniu
z osobg przeprowadzajaca badania.

Po zakonczeniu badan, przeprowadzone =zostanie badanie ankietowe, dotyczace
subiektywnej oceny testowanych kosmetykéw oraz koncowa ocena stanu skory

z wykorzystaniem aparatury pomiarowe;.

Podczas trwania badania probant zobowigzany jest do:

e regularnego stosowania badanych preparatoéw przez okres 8 tygodni (zgodnie
z okreslonymi zasadami aplikacji),

e niestosowania w tym czasie w miejscu aplikacji testowanych kosmetykéw (skora
dtoni) innych produktéw o identycznym lub analogicznym przeznaczeniu,

e natychmiastowego przerwania stosowania preparatow, w przypadku wystgpienia
jakichkolwiek objawow podraznienia i zgtoszenia ich do osoby przeprowadzajacej
badania,

e obserwacji wlasciwosci uzytkowych testowanych.
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Zatacznik 6

ANKIETA

SUBIEKTYWNA OCENA TESTOWANYCH PRODUKOW

Prosze¢ oceni¢ w skali od ,,0”. do 5, gdzie ,,0”. to ocena najstabsza, a 5 to ocena najlepsza,

wrazenia sensoryczne testowanych KOSMETYKOW

Zapach preparatu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Konsystencja preparatu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Kolor (barwa) preparatu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Latwos$¢ aplikacji oleozelu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Rozprowadzanie oleozelu na skérze 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Szybkos¢ wchlaniania oleozelu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Uczucie wygladzonej skéry po zastosowaniu oleozelu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Poprawa kolorytu skéry po zastosowaniu oleozelu 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Rozjasnienie przebarwien 0 1 2 3 4 5
UWAGI:
Wydajnos¢ oleozelu

0 1 2 3 4 5
UWAGI:
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